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CESITLI CEVRESEL KIRLETICILERIN Gammarus pulex’DEKI Se-BAGIMLI VE Se-BAGIMSIZ
GLUTATYON PEROKSIDAZ ENZIM AKTIVITELERINE OLAN ETKILERI VE ENZIMLERIN
BAZI BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

MEHMET ERDEM

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Ahmet OZATA
2002, 37 sayfa

Glutatyon peroksidaz (EC1.11.1.9) rediikte glutatyon’un okside glutatyon’a hidrojen
peroksit etkisi altinda oksidasyonunu katalizler. Selenyum bagimhligi acisindan Glutatyon peroksidaz
iki forma ayrilir: Se-bagimh Glutatyon peroksidaz ve Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz.

Se-bagimhi Glutatyon peroksidaz hem sitozolde hem mitokondride bulunan tetramer yapida,
84000 D molekiil agirhginda hem hidrojen peroksitle hem de organik hidroperoksitlerle yiiksek
aktivite gosteren bir enzimdir.

Enzim hiicreyi, hiicre membraninda organik hasara kargt korur. Se-bagimsiz glutatyon
peroksidazlar Glutatyon S-transferazlardir: GST (EC 2.5.1.18). Bunlar merkapturik asit olusumunun
ilk basamagimin katalizinde gozlenmistir. Enzim dimer yapidadir ve molekiil agirhigi yaklasik 50000 D,
vedi farkh formda alt iiniteden meydana gelmis ve sekiz izozimi vardir.

Bu ¢alismada, omurgasiz canlilardan Gamnarus spp.’de enzimin kursun ile olan inhibisyonu
ve bazi biyokimyasal dzellikleri incelenmistir. ECso degeri Gammarus spp.’lara uygulanarak, kursunun
in vivo’da Glutatyon peroksidazlar iizerine olan geciktirici etkisi saptanmig ve zamana goére degisimi
incelenmistir. Glutatyon peroksidaz geciktirmesinin zamana ve kursun miktarina bagh olarak arttigi
bulunmustur.

Bu cahismada, Gamimarus spp. Se-bagim!t Glutatyon peroksidaz’in optimum aktivitesinin 7.2-
8.5 arasinda, Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz’in optimum aktivitesinin ise 7-8 arasinda oldugu
bulunmustur.

Gammarus spp. Se-baj imh Glutatyon peroksidaz aktivitesinin Cu'? ve Zn*? iyonlan ile
azaldi31 gézlenmistir. Buna ilave olarak Gammarus spp. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesinin
Cu*? ve Zn*? iyonlar ile azaldig1 gozlenmistir.

Kinetik analizler sonucu Se-bagimh Glutatyon peroksidaz i¢in K,=4, V= 0,016 olarak
bulunurken Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz icin bu degerler K= 0,56, V. = 0,009 olarak

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Gammarus pulex, Se-Bagimh Glutatyon Peroksidaz, Se-Bagimsiz Glutatyon

peroksidaz, Kursun
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Glutathione peroxidase (EC 1.11.1.9) catalyses the oxidation of GSH to GSSG at the expense
of H,O, .According to selenium dependency, GSH-Px can be divided into two forms: Se-dependent and
Se-independent GSH-Px.

Se-GSH-Px is a tetramer of Mw 84000 with high activity towards both HO, and organic
hydroperoxides, found in both cytosol and mitochondria.

The enzyme protects the cells against organic damage of the cell membrane. Se-independent
GSH-Pxs are the GSH-S transferases: GST (EC 2.5.1.18). They were observed in the catalysis of the
first step formation of mercapturic acide. The enzymes are dimerous and their Mws number
approximately 50000 with at least seven different forms of domain and eight isoenzymes.

In this study, inhibition of GSH-Px enzymes with lead and biochemical features of the enzyme
in one of invertebrates, namely in Gammarus spp, has been determined.

Inhibitory effect of lead on in vive GSH-Px’s and its variation with time has been analysed by
applying ECs value to Gammarus spp. It has been found that GSH-Px inhibition has increased with
time and the amount of lead in Gammarus spp.

In the study, optimum activity of Gamumnarus spp. Se-dependent GSH-Px has been found to be
around 7.2-8.5 and optimum activity of Se-independent GSH-Px has been found to be 7-8.

The activity of Gammarus spp. Se-dependent GSH-Px decreased with Cu™? and Zn*? ions.

In addition, the activity of Gammarus spp. Se-dependent GSH-Px decreased with the Cu*?
and Zn*? ions.

As a result of the kinetic analyses K, = 4, Vpax = 0,016 were determined for the Se-dependent

enzymes. Where as K, = 0,56 , V. = 0,009 were found for the Se-independent enzymes.

Keywords: Gammarus pulex, Se-dependent Glutathione peroksidase, Se- independent Glutathione

peroksidase, Lead
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1.GIRIS

Agir bir metal olan kursun, sucul ¢evrede sik karsilasilan bir kirleticidir,
kursunun yaygin olarak ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmasi, basta insanlar olmak tzere
birgok canliyt olumsuz yonde etkilemektedir; boya, akiimilator, seramik, porselen,
metal alagimlarn, matbaa dizgisi, lehim ve bronz ile ¢aligilan igyerleri, ayni zamanda
kursuna maruz kalma kaynaklarinin da temelini olugturmaktadir [1].

Hizli nifus artisi, diizensiz kentlesme ve hergegen giin gelisen sanayilesme
cevre kirliligine neden olmaktadir. Giinimiizde biyiik boyutlara ulasan kirlilik deniz
ve i¢ sulari, atmosfer ve karasal ortamdan daha fazla etkilemektedir. Sularin
kirlenmesine neden olan kirletici maddeler ¢esitli yollarla akarsulara, akarsularla
birlikte gol ve denizlere ulagmaktadir. Sucul ortama gelen kirletici maddeler dogal
dengeyi bozarak buradaki canli yasamin etkilemekte, besin zincirini olusturan
canlilar aracil131 ile insan saghgini tehdit etmektedir [2].

Kursun olduk¢a genis bir gekilde endistride kullanilmaktadir. Dogal su
ortamlarinda ¢ok diigiik konsantrasyonlarda bulunmakia birlikte, miktarindaki artig
patlayict madde uretimine, fotografcilik ve boya sanayinin atiklari ile egzos gazlarina
baglidir. Bu nedenle de besin, su, toprak ve havada kirlenmeye sebep olmaktadir [3].

Yakin gevrede en 6nemli kursun kaynagi benzine katilan tetraetil kursun
(TEK) veya tetrametil kursun (TMK) olmaktadir. Benzine katilan bu bilesikler,
yanma sonucu egsoz gazlari ile havaya gesitli kursun bilegikleri (kursun halojentr,
kursun oksit, kursun oksikarbonat ) seklinde yayilir. Trafigin yogun oldugu sehir
havasinda bu nedenle kursun miktari 1-10pg/m’ ve hatta daha yiksek dizeyde
olabilir [1].

Kursunun canli biinyesindeki etkileri ile ilgili itk ¢aligmalar 1960 I yillarda
baslamustir. Ratlarda, kursun asetat o6zellikle kemik dokuda birikerek kursun
zehirlenmesine yol agar [4].

0.30 mg/l - 0.40 mg/l aras1 kursun miktari, ¢ocuklarda ve erigkinlerde genelde

normaldir. Bununla beraber 0.50 mg/1 iizerindeki konsantrasyonlar toksiktir [S].
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Kirleticilerin en énemlileri ortamda uzun siire kalan ve toksik etki yaratan
kimyasal maddelerdir. Bu kimyasal maddelerden agir metaller ortamda belirli sinirlar
iginde bulunduklarmda organizmalarin yasamsal aktivitelerini olumlu yoénde
etkilemekte, ancak bu sinirlarin disina ¢iktifinda ekosistem elemanlarinin biyolojik
aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir [2].

Uzun yillardan beri, tathi su amfipodlari, sucul toksikolojide test organizmasi
olarak kullanila gelmektedir. Gammarus spp. ise, tatl su amfipodlant iginde
toksikolojik ¢aligmalarda kullanilan en popiler canli gruplanindan biridir. Dinyanin
birgok bolgesinde yaygin olarak bulunmasi, elde edilebilme ve toplama kolayligi,
labaratuvar kosullarinda yasatilabilmesi konusunda biiyitkk sorunlar ¢ikmayigt gibi
avantajlarinin yanisira birgok toksik maddeye karsi da duyarlidir. Bu nedenle biz de
yaptigimiz ¢aligmalarda bu canli grubunu segtik [6].

Lipid peroksidasyonu hiicresel komponentleri zarara ugratir. Lipid
peroksidasyonu membran poliansature yaZasitlerini serbest radikal etkisi altinda
oksidasyona ugratan otomatik katalitik bir yoldur. Hayvansal ve biyomedikal
aragtirmalar, agir metallerin birgok hastalik ve kimyasal toksisiteden sorumlu
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ornegin ratlarin kadmiyum ile muamelesiyle, bobrek ve
testislerde lipid peroksidasyonun arttif1 gozlenmigtir. 2 ppm kadmiyum
konsantrasyonun, ratlann karaciger ve bobreklerinde glutatyon peroksidaz aktivitesini
inhibe ettigi gozlenmistir. Kursun da ozellikle selebrium ve korteks olmak iizere,
beyinde lipid peroksidasyonuna neden olan oksidatif bir 6zellige sahiptir [7].

Glutatyon peroksidaz dokuyu oksidatif hasara kargt koruyan enzimlerden
biridir; hidrojen peroksiti indirgeyen tepkimeyi, ¢ok ¢esitli organik peroksitleri su ve
uygun alkollere indirgeyen tepkimeleri katalizler [8].

Eritrositlerde; glutatyon peroksidaz oksidan strese karst, en etkili antioksidandir.
Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin artmasma ve siddetli
hiicre hasarina yol agmaktadir [9]. |

Bu cgaligmanin ilk bolimiinde; sucul bir omurgasiz olan ve besin zincirinde
baliklarin besinini teskil eden Gammarus pulex'deki Se-bagimli Glutatyon peroksidaz

ve Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enzimi tizerine kursun asetat'n biyokimyasal
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etkileri incelenmis ve kinetik analizleri ile kursun asetat muamelesi sonucundaki
enzim aktivitesindeki degisiklikler tespit edilerek, bu enzimin antioksidan kapasitest
arastinilmigtir. Ayrica Zn'>, Cu'? gibi metal iyonlarinin Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesi tizerine etkileri aragtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Agir Metallerden Kursunun Kimyasal Ozellikleri ve Dogadaki Dagilimu

Kursun mawvi grim‘si renkte bir metaldir. Erime noktast 327°C, kaynama
noktast 1744°C'dir. Organik kursun bilegiklerinden alkil kursun bilesikleri lipofil
ozellikte olup, toksikolojik a¢idan énem tasirlar. Erime derecesi disiik, yumusak ve
islenmesi kolay bir metal olan kursun, eski ¢aglardan beri kullanildigi i¢in kursun
zehirlenmelerinin de ge¢misi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Dogadaki kursun genellikle
sar1, parlak, sualfurli formlarda maden yatag: olusturmakta ve kolayca elde
edilebilmektedir [1]. Kursun uygarliklarin gelisiminde ,en 6nemli toksik zehirlerden
biri olarak tanimlanmigtir. Kursun en 6nemli agir metaldir ve temel olmayan bir
elementtir. Kandaki kurgunun yan émri 18 gindiir, bununla beraber beyindeki yan
omri ¢ok daha uzundur [11].

Agir metallerin, litosfer, atmosfer ve hidrosfer arasinda dogal doéngileri
vardir. Sucul sistemlerde, bu agir metaller, su situnlarinda, sedimentlerde ve canli
dokularda ¢ozinebilir ve ¢oézinemeyen formlarda bulunabilirler. Eger alict
organizma, agir metalle yeterli miktar ve siirede temas ederse, agir metal toksisitesi
meydana gelir. Sucul organizmalarda agir metal toksisitesinin kapasitesi, su ve
sedimetlerin kimyasal ve fiziksel karakteristiklerini, suda bulunan biyolojik
toplulugun bilegimini ve canlilidini igeren gesitli faktorlere baglidir [12].

Metal toksisite mekanizmasi ti¢ genel katagoriye ayrilir. Protein ve enzim gibi
biyomolekiillerin temel fonksiyonel gruplarini bloke etme, biyomolekiillerde temel
metal iyonlarinin yerine ge¢me, biyomolekiillerin aktif konformasyonunu degistirme
gibi fonksiyonlar vardir [12].

Kat1 ve siv1 yakatlar, cinslerine bagli olarak, havaya kurgun verebilir. Ancak
egzos gazlar yaninda bu ikinci derecede kalir [13].

Igme sularinin kursun kaph depolarda bekletilmesi sirasinda; su dagitiminda
bulunan kursun borulardan, sulara fazla miktarda kursun gegebilir. Cesitli besin

maddeleri degisen miktarlarda kursun igerir. Bitkisel kaynakli besinlerde yetigtigi
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topraga bagl olarak, kursun miktari ortalama 0-2.5 mg/kg; balik ve deniz trtinlerinde
0.2- 2.5 mg/ kg; et ve yumurtada 0- 3.7 mg/ kg arasinda degismektedir [1].

Gunimiizdeki artan endistri ve genellikle yogun trafik sayesinde yasanilaan
gevre agir metallerle kontamine olmustur. Kursunun g¢evreye yayilmasi kursunlu
benzinler, kursun treten fabrikalar ve akiiler sayesinde artmistir. Bazi metropol
bolgeler gibi benzine maruz kalan bolgelerde atmosferin kursun igerigi yiiksek
ctkmigtir [10].

Ana kaynaklari genelde toprakta bulunan kursun, ¢esitli yollarla sulara
bulagmaktadir. Tath sularda 3 mg/l kursun hidratin 12 saat i¢inde baliklar i¢in

olduriicii oldugu saptanmistir [14].

2.2. Agir Metallerin ve Diger Cevresel Kirleticilerin Sucul Organizmalar

Uzerindeki Toksik Etkileri

Sulara karigan kursunun 6nemli bir kismi, sularda bulunan karbonat,
bikarbonat ve organik maddelerle birlegserek dibe ¢oker. Boylece biyik oranda
sedimentlerde birtken kursun, sedimentten fauna ve floraya gegerek birikmektedir.
Yapilan analizlerde, dilbaliklart gibi sedimentlerle beslenen baliklarda onemli
miktarda kursun miktarina rastlanmigtir [6].

Sularda meydana gelen kirlenme hi¢ siiphesiz insanlarin énemli besin
kaynagini olusturan su iirinlerinin etkilenmesine neden olmaktadir. Su tranlerini
teskil eden baliklarda ve diger canlilarda agir metaller dogrudan su ile alindig1 gibi
onlarin besinlerini tegkil eden algleri yemeleri suretiyle de olmaktadir. Birgok alg tiirii
bu agir metalleri binyesinde toplama yetenegine sahiptir ve bu bitkilerin baliklar ve
diger canlilar tarafindan alinmasi bu canlilarin zarar gdrmesine neden olmaktadir
[15]

Suyun insan hayatt i¢in 6nemi hig siiphesiz gok biiyiiktiir. Bu énemli rezervin
niteligi cesitli kirleticilerle giderek bozulmaktadir. Insanlar hava ve besin maddeleri

ile ve igme suyu ile giinde 0.3- 0.6 mg kursunu biinyelerine almaktadir [15].
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Deniz kirliligi galigmalari, deniz ekosistemi igin temel bilgilerin bulunmasiyla
birlikte 1970' lerde baglamistir. Evsel atiklar, endistiyel atiklar, tarim ilaglar, bocek
zehirleri, radyoaktif atiklar ve agir metaller, deniz ve tatlisu kirliligine neden
olmaktadir. Demir, bakir, kobalt ve ¢inko gibi baz1 metaller ¢ogu organizma igin
-gerekliyken kadmiyum, kursun, civa gibi agir metaller yarar saglamadiklari gibi

genelde zararh ve toksiktir [3].

2.3. Kursun Kirliliginin Canli Organizmalar Uzerindeki Enzimler Uzerine

Etkileri

Lipid peroksidasyonu, hiicresel komponentleri zarara ugratir. Lipid
peroksidasyonu otomatik katalitik bir yoldur ve membran poliansatiire yagasitlerini
serbest radikal etkisi altinda oksidasyona ugratir. Hayvansal ve biyomedikal
caligmalar, agir metallerin birgok hastalik ve kimyasal toksisiteden sorumlu oldugunu
ortaya ¢ikarmustir [7].

Ratlarin  kadmiyum ile muamelesiyle bobrek ve testislerde lipid
peroksidasyonu artmaktadir. 2 ppm kadmiyum konsantrasyonu ratlarin karaciger ve
bobreklerinde Glutatyon peroksidaz aktivitesini inhibe eder. Kursun da ozellikle
korteks ve selebriumda olmak iizere beyinde lipid peroksidasyonuna neden olarak
oksidatif bir role sahiptir [7].

Kursun, proteinlere kovalet olarak baglanarak, proteinlerin sulfidril
gruplarinin aktivitelerini inhibe etmektedir. In vivo ¢aligmalar, kurgunun globin
sentezini de inhibe ettigini gostermistir. Kursun genellikle kemiklerde, kaslarda ve
karacigerde birikmektedir [5]. Kursun diizenli kronik muamele sonucu, protein
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonuna neden olan énemli bir toksikanttir. Bu
sonuglar agir metallerin G. polyedra kloroplastlarinda oksidatif stresi indiikledigini
gosterdi [16].

Akut metalle muamele edilen hicrelerde, akut metal ve oksidatif stres
arasindaki iliski, yiiksek oksijen olusumundan dolay:, diisen reditkte glutatyon

miktaridir [16].



Buna 1ilave olarak, stres altinda bifgok hucrede protein ve lipidlerde oksidatif
hasann artti§1 gorilmektedir. Kurgun kronik muamele sirasinda protein oksidasyonu
ve lipid peroksidasyonuna neden olan en dnemli toksik maddedir.

Hidrojen peroksitin reditkte metal iyonlariyla reaksiyonu hidroksil radikali
olusturmasxdlr. Kadmiyum, kurgun ve civa gibi redoks kapasitesi olmayan metaller,
kalsiyuma bagli sistemle aktive olan bir antioksidan olan glutatyon havuzunu
azaltarak hiicrede pro- oksidan durumu arttirabilir [16].

Kursunun enzimleri inhibe ettigi ve lipid peroksitleri olusumlarina baglanarak
biyolojik memranlarin yapisini degistirdigi gézlenmistir [17].

Spirogyra fluviatilis Hilse ve Zygnema pectinatum (Vauch) yapilan bir
¢aligmada 0.2, 20, 50, 100, 500, 1000 ppm.’lik kursun konsantrasyonlarina maruz
birakilmig  ve  klorofildeki protein ve karbohidrat miktarinda  yitksek

konsantrasyonlarda 6nemli azalmalar olmustur [15].
2.4. Tathsu Amfipodlarmnm Toksikolojik Calismalardaki Onemi

Akut toksisite testlerinde, toksik maddeler i¢in genellikle amfipodlar en
duyarlt organizmalar olarak kullanilmaktadir. Bu grup kimyasal kirlilikten ve agir
metal birikiminden de en fazla etkilenen grup olarak tespit edilmistir. Gammarus
spp.lar sulara karigan gevresel kirleticilere baliklardan daha duyarli organizmalardir.
Cok ¢esith kirleticilere olan hassasiyetlerinden, ¢abuk iiretilebilmelerinden, ¢ok
sayida toplanabilmesinden dolay1 bu cinsin toksikolojik ¢aligmalardaki kullanimi

giderek artmaktadir [6].
2.5. Kursunun Canlilardaki Diger Biyokimyasal Etkileri
Kursunun viicut tarafindan absorbsiyonu yavas olmaktadir ve semptomlar geg

ortaya ¢tkmaktadir. Genellikle kemiklerde, kaslarda ve karacigerde birikir ve tirin ve

fecesle atilir. Viicuttaki kursunun %97'si eritrositlerde bulunmaktadir [5].



Kursunun en o6nemli etkisi ’Hematopoetik sistem’ lizerinedir. Kursun
eritrositlere ekstraseliiler stvi arasindaki su-elektrolit aligverigini  bozarak,
eritrositlerin su ve potasyum kaybetmesine neden olur. Eritrositlerin zar butinlagi
bozulur, pargalanmasi kolaylagir ve anemi olusur. Kursunun hematopoetik sistem
uzerine etkisi ayrica bazofil graniilasyonlu eritrositlerin OIU§-umuna neden olur [1].

Kursunun perifer sinir sistemindeki gangliotik sinaps, akson ve ndromuskiiler
kavsaktaki iletimi etkiledigi diigiiniilmektedir.

Kursun bobrekler tizerini etkileyerek proksimal tubulustaki kursun- protein
kompleksini olusturur. Glukoz, aminoasitler ve fosfatlarin emilimini azaltarak, idrarla
atthmini arttinir. Kursun ayrica hemoglobin sentezinde gerekli enzimlert inhibe eder.

Kurgunla indiklenen anemi, hem sentezinde gerekli ALA-D enziminin
kursunla inhibe edilmesiyle baglar. Kursun proteinlerin slfidril ve ditiol gruplarina
baglanir; buda kursunun dokulardaki toksisitesini agiklar.Bu dokular kursunun toksik
etkisi sayesinde 6zel hem proteinlerini igermez [1].

Kuréun dzellikle membranlarin reseptor bolgesinde kalsiyumu taklit eder.
Kalsiyumun yerine geger ve ndéromuskiiler ve sinaptik iletime zarar verir. Kursunun
en oOnemli etkisi norotoksin olarak ortaya ¢ikmasidir. Kursun D vitamininin

aktivasyonunu da inhibe etmektedir [18].



2.6. GLUTATYON PEROKSIDAZ ENZIMIi

2.6.1. Glutatyon Peroksidaz Enziminin Ozellikleri ve Stmiflandirilmasi

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir
enzimdir. GSH-Px (glutatyon: H,O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9)' in molekil agirlig1
yaklasik olarak 85000 D'dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozoliik bir
enzimdir.

GSH-Px asagidaki reaksiyonu katalizler:

H,O, +2 GSH Glutatyon peroksidaz GSSG+2 H,0

-

ROOH + 2 GSH Glutatyon peroksidaz GSSG + ROH + H,0 [9].

R, alifatik yada aromatik organik bir grup olabilir. Urtinler su, bir alkol (veya
H,0- substrat olarak gdrev yararsa ikincil bir su) ve glutatyon distlfid' dir [19].

GSH-Px' 1n selenolat formu (E-Se-) peroksit substratlarini alkole indirgerken,
kendisi okside selenik aside donugiir. Glutatyon, bu evrede reaksiyona katilarak
selenosiilfit' (E-Se-S-G) olusturur. Ikinci bir glutatyon'un selenosiilfite baglanmasi
ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna doénerken glutatyon okside hale doniigir
[9].

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, Glutatyon
reditktaz' in katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH'a dondisiir [19].

GSSG+ NADPH+H"  Glutatyon rediktaz »2GSH+N ADP”

GSH-Px dokuyu oksidatif hasara kars1 koruyan enzimlerden biridir; Hidrojen
peroksit'i indirgeyen tepkimeyi, ¢ok gesitli organik peroksitleri su ve uygun alkollere

indirgeyen tepkimeleri katalizler Bu indirgenme tepkimesinde glutatyonun roli



vardir. Glutatyonun silfidril gruplan reaksiyon sirasinda elektron donérii olarak
gorev yapar ve bu esnada disiilfit forma (GSSG) okside olur [8]. GSH-Px hem
sitozolde hem de mitokondride bulunur. Enzim, hiicreyi hiicre membraninda organik
hasara kargt korur[20].

Glutatyon peroksidaz'in iki ana tipi bulunmustur:Birinci tip form selenyum
icermesiyle ayirt edilir ki bu selenyum enzim proteinin aktif bolgesine selenosistin
olarak kovalent baglanir. Bu selenyum bagimh enzim hem organik hidroperoksitlerle
hem de hidrojen peroksit ile aktiftir. Siir eritrositlerindeki bu enzim 80000 D
agirliginda tetramerik bir proteindir [19]. Ikinci tip form selenyum icermez ve
selenyum bagimsiz Glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir. Bu enzimin molekiil
agirligi 40000 D’ dur. Dimer yapida, yedi farkh formda altiinite tasiyan ve sekiz
izozimi bulunan bir proteindir.Se- bagimsiz glutatyon peroksidaz substrat olarak
organik hidroperoksitleri 6megin kiimene hidroperoksiti- kullanir. Se- bagimsiz
Glutatyon peroksidazlar Glutatyon-S-Transferazlardir. Bunlar, merkapturik asit
olusumunun ilk basamaginda gdzlenmistir.

Aerobik hiicrelerdeki ¢ok sayida kimyasal yol aktive edilmis oksijen
formlariyla, peroksit olusumuna neden olur. Peroksitler biyolojik dokularda oksidatif
hasara neden olmaktadir. Tekil hidroperoksitler ve hidrojen peroksit Se-bagimli
Glutatyon peroksidaz tarafindan detoksifiye edilirler.

Linoleik asit, linolenik asit veya ¢esitli prostoglandinler gibi poliansatiire yag
asitlerinden meydana gelen hidroperoksitler in vivo’da meydana gelebilir. Timin
hidroperoksit, perokside olmus DNA gibi hidroperoksitlerin Glutatyon peroksidaz
etkisi ile glutatyon tarafindan indirgendigi kaydedilmistir.

Lipid peroksidasyonu biyolojik yapilarda ¢ok komplex kimyasal bir yoldur.
Bu proseste lipid peroksidasyonu glutatyonun varliginda bazi Glutatyon peroksidazlar

tarafindan inhibe edildigi gosterilmigtir [20].



2.6.2. Glutatyon Peroksidaz Enziminin Metabolik Fonksiyonlar: ve Canlilardaki

Onemi

Glutatyon ve glutatyon enzimleri, lipid peroksiasyonunda diizenleyici ve
antioksidan rollere sahiptir. Glutatyon peroksidaz, dokulari serbest radikal hasarina
kars1 korur [21].

Glutatyon peroksidaz’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlari vardir.
Diger antioksidanlarla birlikte Glutatyon peroksidaz, solunum patlamas: sirasinda
serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller.
Glutatyon peroksidaz aktivitesi disiikk olan makrofajlarda, solunum patlamasim
takiben, H,O, saliniminin arttig1 gosterilmistir Eritrositlerde de Glutatyon peroksidaz
oksidan strese karst en etkili antioksidandir. Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki
azalma, HO, artmasina ve giddetli hiicre hasarina yol agar [9].

Eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi, yashlarda ve Down sendromlularda
yiksek bulunmustur [9].

Goz mercegi gibi bircok dokuda glutatyon peroksidaz hidroperoksitlere karsi
en onemli savunma sistemidir. Aragtirmalar hidrojen peroksidin katarakt olusumunda
etkili bir zarar verici ajan oldugu gérilmustar [22].

Yapilan bir ¢aliymada Cutaneous leshmaniasis’li hastalarda glutatyon
peroksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalma g6zlenmigtir. Glutatyon peroksidaz
aktivitesi CL.’lu hastalarda %22 oraninda disiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica
Leismania donavani’li hastalarda glutatyon peroksidaz aktivitesinin disik oldugu
gorilmugtir [23]. Yapilan diger bir ¢aligmada glutatyon peroksidaz’in spesifik
aktivitesi beynin g¢esitli bolimlerinde Dopamin (3.4 — dihidroksifeniletilamin) ile
beraber yiksek ¢ikmistir. Dopamin oksidasyona maruz kalarak toksik
intermediyetlere doniistigi gozlenmistir [24]. Yine yapilan bir ¢alismada yaslanmug
karaciger ve bobrekte, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutas aktivitesinde
kayda deger bir disus goralmiigtir. Sonuglar yaglanmayla beraber karaciger ve

bobreklerde antioksidatif savunmanin distigani gosterilmistir [25].



Glutatyon peroksit ile E vitamini serbest radikallere karst birbirini
tamamlayici etki gosterir. Enzim tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan kaldinirken,
E vitamini peroksitlerin sentezini engeller [9].

Glutatyon peroksidaz, antioksidan kapasitesinden ve kanseri engellemesindeki
muhtemel roliinden dolayi, uzun zamandan beri 6karyot biyokimyasinda énemlidir.
Bununla beraber benzer enzimler prokaryotik sistemlerde az caligiimigtir. Sadece ig
tane prokaryotitk glutatyon peroksidaz homolog genleri (Neisseria menengitis, E.

“oli, Bacillus subtilis) bulunmustur. N. menengitis’de gpx- A adinda, bir gen
bulundu. Bildigimiz kadariyla bu enzim heniiz izole edilmedi. C ogu bilinen glutatyon
peroksidaz proteinieri selenyum bagimhdir fakat gpx-A geninin Grindi GPX-H
selenyum bagimli degildir ¢linki bu enzimde selenosistini kodlayan TGA kodonu
yoktur. Simdiye kadar bu enzimin aminoasitlerinin %35°1 bilintyor ve %55°1
okaryotik Se-bagimli Glutatyon peroksidaz enzim proteinlerine benzerlik gosterir

[26].
2.7. GLUTATYON
2.7.1. Glutatyon’un Kimyasal Yapisi

Tabiatta ¢ok yaygin bir sekilde bulunan bu sulfiirli bilegik 1921 yilinda
Hopkins tarafindan kesfedilmistir. Ilk olarak glutamil-sistein'den ibaret bir dipeptid
oldugu zannedilmigtir. Fakat 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin
tripeptid oldugu anlagilmistir. 1935 yilinda ise Harrington ve Mead tarafindan &-L-
glutamil-L-sisteinil-glisin halinde sentez edilmistir.

Pekgok proteolitik enzimler glutatyonu  etkilemez. Yalniz  pankreatik
karboksipeptidaz glisini koparir., fakat glutamik asidi etkilemez.

Kisaca rediikte glutatyon GSH olarak gosterilmektedir. Bitkiler tarafindan
oksijen alinmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Oksijen askorbik asitle birlesir ve
dehidroaskorbik asit (DHA) meydana gelir. Sonra bu DHA glutatyon ile rediiklenerek

askorbik asit meydana gelmektedir.
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Askorbik asit+ ¥4 O, — Dehidroaskorbikasit
DHA+ 2 GSH— GSSG+ Askorbik asit

Iki glutatyon disiilfit bag ile birlesir ve okside glutatyon (GSSG) meydana
gelir. Daha sonra bu molekiil pentoz fosfat yolunda sentezlenen NADPH+ H' ile

glutatyon reditktaz ile rediikte hale geger.

GSSG+ NADPH+H" _Glutatvon reditktaz » 2GSH+ NADP*

Glutatyon her hiicrede bulunmaktadir ve hiicrenin fonksiyonel proteinlerini
oksidan ajanlara kars1 korudugu kabul edilmektedir. Ozellikle eritrositleri peroksitlere

karst korur. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonda rol oynar.

2GSH+ H,0,— GSSG+ 2H,0
Tekrar bu okside bilegik glutatyon rediiktaz ile rediiklenmektedir[8].
2.7.2. Glutatyon’un Klinikdeki Onemi

Glutatyon birgok enzim igin gereklidir. Glutatyon ve glutatyon reduktaz

enzimi, birgok proteinlerin ve polipeptid hormonlarin dogru disiilfit baglarinin
olusumuna istirak ederler.

Potansiyel olarak bazi zehirli elektrofilik ksenobiyotikler asagidaki
reaksiyonlarda gosterildigi gibi nikleofilik GSH ile konjuge olurlar.

R+ GSH—R-S-G

Burada R elektrofilik ksenobiyotiklerdir.
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Eger toksik potansiyeli olan ksenobiyotikler GSH ile konjugasyona
ugramasalardi, DNA, RNA veya hiicre proteinleri ile kovalent olarak birlesmekte
serbest olacaklar ve sonugta ciddi hiicre hasarlarina yol agabileceklerdi. Bundan
dolayr GSH, baz: ilaglar ve karsinojenler gibi ¢esitli toksik bilesiklere karst bir
savunma mekanizmasidir. Karaciger gibi dokularda GSH dizey1 digiirilirse o zaman
boyle dokularin normalde GSH ile konjuge olmasi gereken, mutelif kimyasal
maddelerin yol agacag: hasara daha yatkin olduklaﬁ gosterilebiler.

Insan hiicrelerinde glutatyonun ksenobiyotik mekanizmasindaki rolii birtarafa,
diger baz1 6nemli fonkstyonlar da vardir:
1.Glutatyon peroksidaz tarfindan katalizlenen reaksiyonda toksik potansiyeli olan
hidrojen peroksidin dekompozisyonuna katilir.

2 Enzimlerin ¢ok 6nemli gruplan olan - SH gruplarinin rediklenmis durumda
kalmasina yardim eden 6énemli bir intraseliiler rediktordir. GSH rediikleyici bir ajan
olarak etkili oldugundan -SH okside olur ve glutatyonun diger bir molekiluyle bir

disulfit koprisi olugur.
GSH+GSH+GSSG

GSSG iiriini okside glutatyondur. Gerektiginde GSSG' de NADPH" kulianan bir
reaksiyon ile glutatyon rediiktaz tarafindan GSH' a rediiklenebilir[27].



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneyde Kullamlan Canhlarm Saglanmasi ve Labaratuvar Kosullarinda

Yetistirilmesi

Deneyde kullandigimiz Gammarus spp.lar Porsuk nehrinden (Eskigehir
regiilator bolgesi) toplanmistir ve Anadolu Universitesi Teknoloji ve Arastirma Parky,
biyoloji arastirma labaratuvarina getirilmistir.

Dogal ortamlarindan alinan Gammarus spp’ lar su ve toprakla hazirlanmig
akvaryumlarda (15 It) uygun sicaklik(10-12 °C) ve hava akimi verilerek labaratuvar
sartlarina aligmalar saglanmigtir. Canlhilar ortamlarindan alinan topraktan ve verilen
organik besinlerle beslenmiglerdir. Canlilara 20-25 giinde bir organik besin
verilmistir.

Deneylerde 5-8 mm arasi organizmalar kullanilmigtir ve deney igin ayrilan bir
litrelik akvaryumlarda deney kosullarina tabi tutulmugtur. Canlilara deneyden 6nce
besin verilmemigtir. Deney siiresince hergiin organizmalarin hareketli olanlar

gozlenmis, hareketsiz olanlar deneye alinmamustir.

3.2. Deneyde Kullanilan Metal Cozeltileri

Kursun ¢ozeltisi, kursun asetat seklinde saf suda ¢oziilerek kullanilmigtir. Stok
¢ozelti;10 mg kursun asetat, 100 ml distile suda ¢6ziindirilerek hazirlanmis ve
canlilarin bulundugu akvaryumlara (1 It'lik) (ECso) olarak verilmistir. Cinko, bakir
ve magnezyum igeren ¢ozeltiler ise ginko kloriir, bakir klorir ve magnezyum klorir

seklinde deiyonize suda ¢oziilerek hazirlanmig ve deneylerde kullanilmigtir.

alulalo) il Gk
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3.3. Se-bagimli Glutatyon peroksidaz ve Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz
Enzim Aktivite Tayini

3.3.1. Homojenatin Hazirlanmasi

Deney i¢in uygun goralen (5-8 mm aras1) Gammarus spp.'lardan 1 tanesi
500ul potasyum fosfat tamponunda (5 mM EDTA Ph: 7), buz i¢inde Janke&Kunkel
Ultra Turrax T25 homojenizatérde 8000 devir/dakika'da homojenize edildi. Elde
edilen homojenat Herraus Sepatec Biofuge 20 RS sogutmali santrifiijde 20000
rpm'de 0°C'de 15 dakika santriifiy edildi. Se- bagimli ve Se- bagimsiz Glutatyon
peroksidaz aktivitesi i¢in enzim kaynagi olarak elde edilen siipematanlar

kullantimigtir.
3.3.2. Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir
enzimdir. GSH-Px dokuyu oksidatif hasara karsi koruyan enzimlerden biridir;
Hidrojen peroksit'i indirgeyen tepkimeyi, ¢ok ¢esitli organik peroksitleri su ve uygun

alkollere indirgeyen tepkimeleri katalizler.

H,0; + 2 GSH—-GSSG +2 H,0

ROOH + 2 GSH—GSSG + ROH + H,O

Bu reaksiyonda Se-bagimli Glutatyon peroksit igin azalan hidrojen peroksit
miktarina, Se-bagimsiz Glutatyon peroksit i¢in azalan kiamene hidroperoksit

miktarina bakihir. Bu maddeler Glutatyon peroksidaz enzimleri igin substrat

durumundadir.
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Cozeltiler;
1. Tampon: Potasyum fosfat 50 mM, PH:7, EDTA 5 mM
2. Na Azide (NaN3) 1Mm
3.Redikte Glutatyon (GSH) 2 mM
4. GSSG rediiktaz 1 Gnite/ ml
5. a Se;baglmll Glutatyon peroksidaz i¢in HO; 0.25 mM
b. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz i¢in kiimene hidroperoksit 1.5 mM
6. NADPH 0.2 mM

Spektrofotometrede 340 nm'de, hazirlanan reaksiyon tiiplerindeki absorbans

degerleri okunmustur.
3.4. Se-bagimli Glutatyon peroksidaz- Kursun Etkilesimi

3.4.1. Kursun ile Muamele Edilmis Gammarus pulex' de Se-bagimh Glutatyon

peroksidaz Aktivitesinin Zamana Gore Degisiminin Incelenmesi

Kutlu [6]' ya gore kurgunun (ECsp) konsantrasyonu 4, 8, 16, 32, 64, 96 saatlik
deney gruplar: geklinde uygulanmigtir. Her deney grubuna 10" ar canlt kullaniimustir.
Uygulanan zaman periyotlar sonucunda sag kalan canlilar ve 6lenler tespit edilmistir.
Canli kalanlar deneyde kullanilarak Se-bagimli Glutatyon peroksidaz aktivitesinin

zamana gore degisimi incelenmigtir.
3.5. Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz- Kursun Etkilesimi

3.5.1. Kursun ile Muamele Edilmis Gammarus pulex' de Se-bagimsiz Glutatyon

peroksidaz Aktivitesinin Zamana Gore Degisiminin Incelenmesi

Kutlu [6] ya gore kursunun (ECsg) konsantrasyonu 4, 8, 16, 32, 64, 96 saatlik

deney gruplan seklinde uygulanmistir. Her deney grubuna 10' ar canli kullanilmustir.
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Uygulanan zaman periyotlari sonucunda sag kalan canlilar ve 6lenler tespit edilmistir.
Canli kalanlar deneyde kullanilarak Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesinin

zamana goére deZisimi incelenmistir.

3.6. Gammarus pulex Se-bagiml Glutatyon Peroksidaz Enziminin Biyokimyasal

Ozelliklerinin Saptanmasi
3.6.1. Se-bagimh Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine PH'nmn Etkisi

Se-bagimli Glutatyon peroksidaz aktivite tayininde kullanilan potasyum fosfat
tamponlart , 1 M NaOH ve 1 M HCI eklenerek PH" lann 5, 6.5, 7, 7.2, 8, 9a

ayarlanarak deneyde kullanilmig ve enzimin optimum PH' s1 belirlenmistir.
3.6.2. Se-bagimh Glutatyon peroksidaz Aktivitesinin Kinetik Analizi

Gammarus spp. Se-bagimh Glutatyon peroksidaz'inin V. ve Ky degerlerini
belirtmek amaciyla, farkli substrat konsantrasyonlarina kargt enzimin hizi 6lgiilmis
ve sonuglar Michaelis- Menten grafigi ile Line Weaver- Burke grafiginde

gosterilmigtir.

3.6.3. Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine Cu"?
Iyonlarmm Etkisi

Se-bagimli Glutatyon peroksidaz aktivitesi Gzerine Cu™ iyonlarnin etkisi
arastirilirken, kontrol grubuna kars1 Gammarus Se-bagimli Glutatyon peroksidaz' inin
Cu™ vye duyarliigi saptanmistir. CuCl, 1pM, 50uM, 100uM, 500pM

konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite tizerindeki etkilerine bakilmigtir.
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3.6.4. Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine Zn"

Iyonlarmm Etkisi

Se-bagimlt Glutatyon peroksidaz aktivitesi tizerine Zn*? iyonlarinin etkisi
arastinlirken, kontrol grubuna karsi Gammarus Se-bagimli Glutatyon peroksidaz' inin
Zn' ye duyarhh@ saptanmistir. ZnCl 1pM, 50uM, 100uM, 500uM

konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite tizerindeki etkilerine bakilmigtir.

3.7. Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Enziminin

Biyokimyasal Ozelliklerinin Saptanmasi
3.7.1. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine PH'nmn Etkisi

_ Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivite tayininde kullanilan potasyum
fosfat tamponlari , 1 M NaOH ve 1 M HCl eklenerek PH' lar1 5,6.5,7,7.2,8,8.5,94a

ayarlanarak deneyde kullanilmig ve enzimin optimum PH' st belirlenmistir.
3.7.2. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz Aktivitesinin kinetik Analizi

Gammarus spp. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz'min V.. ve K;, degerlerini
belirtmek amaciyla, farkli substrat konsantrasyonlarina karg1 enzimin hizi élgilmis
ve sonuglar Michaelis- Menten grafigi ile Line Weaver- Burke grafiginde:

gosterilmigtir.

3.7.3. Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine

Cu'? Iyonlarimn Etkisi

Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesi izerine Cu*? iyonlarinmn etkisi

arastiriirken, kontrol grubuna  karst Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon
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peroksidaz' inmn Cu*” ye duyarlilig1 saptanmustir. CuCl, 1pM, 50uM, 100uM, 500uM

konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite izerindeki etkilerine bakilmistir.

3.7.4. Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Uzerine

Zn*? Iyonlarmn Etkisi

Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesi iizerine Zn*? iyonlarmin etkisi
aragtirilirken, kontrol grubuna karst Gammarus Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz'
min Zn?ye duyarhhg saptanmugtir. CuCl, 1uM, 50uM, 100uM, S500uM

konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite iizerindeki etkilerine bakilmistir.



4. BULGULAR

4.1 Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon peroksidaz Enziminin Kursun

asetat’in  (ECs¢) Konsantrasyonuna Karst Degisen Zaman arahigma Bagh

Aktivite Degisimi

Kurgun asetat’in (ECso) degert uygulanmig Gammarus pulex’lerde Se-bagimlt
Glutatyon peroksidaz aktivitesi, uygulamadan itibaren 4., 8., 16., 32, 64., 96
saatlerde ol¢ulmis ve butin saatlerde kontrol grubuna gére aktivitenin dustigi

goriillmugtir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Gammarus pulex’ deki Se-bagimlt Glutatyon peroksidaz aktivitesinin
kursun asetatin (ECso) konsantrasyonuna kars: degisen zaman

araliklarina bagli grafigi
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4.2 Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon Peroksidaz Enziminin Biyokimyasal

Ozelliklerinin Saptanmas:
4.2.1 Se-Bagimh Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine pH'nm Etkisi

Farklr pH'larin Gammarus pulex enzim aktivitesi iizerine etkisini arastirmak
i¢in pH'lar1 5.0, 6.5, 7.0, 8.0, ve 9.0 olan potasyum fosfat tamponlar1 kullanilmistir.
Denenen bu pH'larda en yiksek aktiviteye pH 7.2-8.5 arasinda rastlanmigtir (Sekil
4.2.1.).

0,016 -
0,014 4
0,012 %
0,01 4
0,008

0,006 -

Enzim Aktivitesi mol/dak

0,004 4

0,002 -

O T T T T T 1
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Sekil 4.2.1. Se-bagimli Glutatyon peroksidaz aktivitesi tizerine pH’ nin etkist



4.2.2 Se-bagimh Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Kinetik Analizi ve

K., Degerinin Bulunmasi

Gammarus pulex Se-bagimlh Glutatyon peroksidaz'inin K,, degerini saptamak
amaci ile degigen substrat konsantrasyonlarina karsi enzim aktivitesine bakilmistir.
Enzimin Michaelis-Menten huz grafigi ve Line-Weaver Burke grafigi ¢izilmis ve K,

degeri 4, Vma, degeri 0,016 olarak bulunmustur (Sekil 4.2.2) ve (Sekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.2. Se-bagimh Glutatyon peroksidaz enziminin Michaelis-Menten hiz grafigi
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Sekil 4.2.3. Artan substrat konsantrasyonlarina karst Se-bagimli Glutatyon

peroksidaz enziminin Line-Weaver Burke hiz grafigi



4.2.4 Gammarus pulex Se-bag imh Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Uzerine Cu*? Iyonlarmm Etkisi

Gammarus pulex Se-bagimli Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi {izerine
Cu™ iyonlannin etkisini arastirmak amaci ile farkli CuCl, konsantrasyonlarinda
(1pM, 10puM, 50pM, 100pM ve500uM) aktiviteye bakilmistir. Cu'*nin
konsantrasyonu arttikga Gammarus pulex Se-bagimli Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesinde kontrol gruplarina goére aktivitede azalma gézlenmistir (Sekil 4.2.4)
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Sekil 4.2.4. Cu*? iyonu i¢in Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon peroksidaz

aktivitesi



4.2.5 Gammarus pulex Se-bagimh Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Uzerine Zn" Iyonlarmmn Etkisi

Gammarus pulex Se-bagimli Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine
Zn'? iyonlarinin etkisini arastirmak amaci ile farkli ZnCl, konsantrasyonlarinda
(1uM, 10uM, 50uM, 100uM veS500uM) aktiviteye bakilmistir. Zn *'nin
konsantrasyonu arttikca Gammarus pulex Se-bagimli Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesinde kontrol gruplarina gore aktivitede azalma gozlenmistir (Sekil 4.2.5.).
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¢ p
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4.3 Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz Enziminin Kursun
asetat’in (ECso) Konsantrasyonuna Karsi Degisen Zaman Araligima

Bagh Aktivite Degisimi

Kursun asetat’in  (ECsp) degeri uygulanmis Gammarus pulex’lerde Se-
bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesi, uygulamadan itibaren 4., 8., 16, 32., 64,
96 saatlerde olgilmis ve bitiin saatlerde kontrol grubuna gore disen aktivite

gorilmastar (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gammarus pulex' deki Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesinin
kursun asetatin (ECso) konsantrasyonuna kars: degisen zaman

araliklanna bagl grafigi
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4.4 Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Enziminin Biyokimyasal

Ozelliklerinin Saptanmasi

4.4.1 Se-Bagmnsiz Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

Farkly pH'larin Gammarus pulex enzim aktivitesi Gzerine etkisini aragtirmak
icin pH'lari 5.0, 6.5, 7.0, 8.0, ve 9.0 olan potasyum fosfat tamponlar kullanilmstir.
Denenen bu pH'larda en yiiksek aktiviteye pH 7.0-8.0 arasinda rastlanmistir (Sekil
4.4.1).
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0,001 -
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Sekil 4.4.1. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesi tizerine pH’ nin etkist
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4.4.2 Se-bagmmsiz Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Kinetik Analizi ve

K Degerinin Bulunmasi

Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz'inin K, degerint
saptamak amact ile degi§en substrat konsantrasyonlarina karst enzim aktivitesine
bakilmistir. Enzimin Michaelis-Menten huz grafigi ve Line-Weaver Burke grafigi
cizilmis ve K, degeri 0,56 ve Vo degert 0,009 olarak bulunmustur (Sekil 4.4.2) ve
(Sekild4.4.3).
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Sekil 4.4.2. Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enziminin Michaelis-Menten hiz

grafigi
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Sekil 4.4.3. Artan substrat konsantrasyonlarina karg1 Se-bagimsiz Glutatyon

peroksidaz enziminin Line-Weaver Burke hiz grafigi
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4.4.4 Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Uzerine Cu™ Iyonlarmm Etkisi

Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Gizerine
Cu™ iyonlanmin etkisini arastirmak amact ile farkli CuCl; konsantrasyonlarinda
(1uM, 10uM, SOuM, 100pM veS500uM) aktiviteye bakilmigtir. Cu *nin
konsantrasyonu artttkga Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesinde kontrol gruplarina gére aktivitede azalma gozlenmistir (Sekil 4.4.4).
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Sekil 4.4.4. Cu™® iyonu icin Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz

aktivitesi
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4.4.5 Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Uzerine Zn*? Iyonlarmn Etkisi

Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Gizerine
Zn"™ iyonlarninin etkisini arastirmak amaci ile farkli ZnCl, konsantrasyonlarmdé
(1pgM, 10puM, 50pM, 100uM ve500pM) aktiviteye bakilmistir, Zn *nin
konsantrasyonu arttikga Gammarus pulex Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesinde kontrol gruplarina gore aktivitede azalma g6zlenmistir (Sekil 4.4.5).
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Sekil 4.4.5. Zn™ iyonu i¢in Gammarus pulex Se-bagimli Glutatyon peroksidaz

aktivitesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sucul ortamdaki kirleticilerin omurgasiz canlilar Gzerindeki etkilerini
inceleyerek akut toksisiteleri hakkinda bilgi edinmek ¢ok onemlidir. Amphipoda
grubu toksik kimyasallara kargt akut toksisite testlerinde kullanilan en hassas canli
gruplarindan biridir. Gammarus’lann su ortamlarinda bol bulunmas: ve kolaylikla
toplanarak yasatilabilmeleri biiyiik avantaj saglamaktadirDaha 6nce yapilan
caligmalar gostermistir ki, tatli su Gammaridlert ¢ok ¢esitli kimyasallara kars
duyarlidir [28]. Ayni zamanda US EPA kaynaklarina gore de bu genus kadmiyum,
bakir ve kursun gibi agir metal kirliligine kars1 da hassasiyet gostermektedir[29].
Bizde ¢alismamizda bu agir metallerden biri olan kursun asetat’in, hiicrede radikal
formasyonuna karsi hiicresel ajan olarak rol oynayan bir enzim olan Glutatyon
peroksidaz’in biyokimyasal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaya ¢aligtik.

Bu calismada oncelikle, ¢evre kirliliginde indikator olarak kullanilabilen
omurgasiz canlilardan Gammarus spp. 'da Glutatyon peroksidaz enziminin Pb ile olan
inhibisyonu gosterilmis ve kursun kirliliginde Gammarus spp. Glutatyon
peroksidaz’inin bir biyolojik indikatér olarak kullanilabilirligi aragtinlmugtir.

Kutlu’ya goére doz tarama ¢aligmalan sonucu buldugumuz ECso degeri
Gammarus spp.’lara uygulanarak, kursunun in vivo'da Glutatyon peroksidaz enzimi
izerine olan inhibe edici etkisi saptanmis ve inhibsyonunun zamana gore degisimi
incelenmistir. Kurgun ile muamele edilen Gammarus spp.’larda Se-bagimh
Glutatyon peroksidaz ve Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz inhibisyonunun zaman ile
dogru orantili olarak artigi, kursun uygulanmasimnin 4., 8., 16., 32. ve 64. saatler
sonundaki enzim aktiviteleri 6lgiilerek saptanmigtir.

Yaptifimiz ¢aligmalar sonucunda Gammarus spp. Se-bagimli Glutatyon -
peroksidaz’in optimum aktivitesi 7.2-8.5 arasinda ve Se-bagimsiz Glutatyon
peroksidaz’in optimum aktivitesi 7-8 civarinda bulunmustur.

Kinetik c¢aligmalar sonucu cizilen Michaelis-Menten grafiinde, enzimin
sigmoidal bir egri izledigi saptanmigtir. Boyle bir egri, enzimin allosterik oldugunu

gostermektedir. Allosterik enzimlerde V reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna (S)
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gore grafiklenecek olursa sigmoid sekilde bir egri elde edilir. Bu sonug bize allosterik |
enzimlerde birden fazla baglanma bolgesi oldugunu gostermektedir. Birinci substratin
enzime baglanmasindan sonra ikinci substratin enzime baglanmasi hizlanmaktadir
{30}

Hidrojen peroksit bir ‘serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen turleri
i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siperoksit
ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici oksijen radikali olan hidroksil radikali
olusturmak Uzere kolaylikla yikilabilir. Bu durum Glutatyon peroksidaz enziminin
onemini agitklamas: agisindan oldukg¢a 6nemlidir [9].

Yaptigimiz calismada Cu™? ve Zn*? iyonlarinin Se-bagimli ve Se-bagimsiz
Glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini inhibe ettigi gOsterilmistir. Ad1 gegen bu
iyonlarin efektif bir inhibitor oldugu disinilmektedir.

Sonug¢ olarak, Gammarus spp.'deki Glutatyon peroksidaz enziminin
biyokimyasal 6zellikleri genel olarak arastirilmistir. Calismanin ézinde tiir aynmina
gidilmemistirBu ¢alismanin ilerde yapilacak ve farkli Gammarus turlerinin test

organizmasi olarak kullanilacag: ¢aligmalarla desteklenmesi gerekir.



6. KAYNAKLAR DIiZIiNi

[1]. Vural, N, Toksikoloji, Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Ankara,
Turkiye, 315-323 (1984).

[2]. Oztiirk, M., “Sinop ‘un koy ve limanlarinda yayilim gésteren Patella coerulae

L. ve Enteromorpha linza 1. J. Agardh tiirlerindeki agir metal diizeyleri, Tr.

J. of Biology, 18, 195-211 (1994).

[3]. Poyraz, L., ‘Cesitli cevresel kirleticilerin Gammarus pulex ‘deki Glutatyon
rediiktaz enzim aktivitesi iizerine olan etkilerinin incelenmesi’, Yiksek lisans
tezi, Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii., Eskisehir, Tirkiye,

(2001).

[4]. Uysal, H. ve Bahgeli, Z., ‘Kursun nitrat’in Drosophila melanogaster in

gelisimiiizerine etkileri’ Tr. J. of Biology, 21, 1-10 (1997).

[5]. Giiler, A.H., Miireva, R. ve Ozkan, K., ‘The determination of blood lead in
province of Bursa’ Trace 89, 603-607 (1987).

[6]. Kutlu, M., ‘Gammarus spp. Gama-aminolevulinik asit dehidrataz enziminin
kursun ile olan inhibisyonu ve bazi biyokimyasal ézellikleri’ Doktora tezi,

Osmangazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir, Turkiye, (1996).
[7]. Gabor, S., ‘Trace elemets and lipid peroxidation’ Trace 89, 273277 (1986).

[8]. Dawn, B., Marks, A. D., ve Colleen, M. S., Basic Medical Biochemistry, 1,
337 (1995).

(V53

w



[9]. Akkus, 1, ‘Serbest Radikaller ve Fizyopatojojik Etkileri’, 19 Mayis
Universitesi Tip Fak., Mimoza Yayinlari; Samsun, Tirkiye, (1995).

[10]. Guvendik, G., Vural, N, ve Kumbur, H., ‘The comperason of blood lead
levels of the population living in Mersin (Icel) and Ankara’, Trace 89, 323-
325 (1985).

[11]. Manser, W. W. T., Haider, S., Laloni, R, Khan, M. A, ve Zubari, S,
‘Blood lead levels in Karachi population’, Trace 89, 247-251 (1988).

[12]. Michael, D. La Grega., Phillip L., ve Buckingham, J.C. Evans., ‘Hazardous
waste management’, 1,294-296 (1993).

[13]. Yakupoglu, D., ‘Alevli atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile Cichorium
intybus L. bitkisinde hayvansal kaynakli kursun kirliligi analizi’, Yiksek
lisans tezi, Ankara Universitesi, Biyoloji A.B.D., Ankara, Turkiye, (1998).

[14]. Kutlu, H. M., “Cesitli cevresel kirleticilerin Gammarus pulex 'de neden
oldugu toksik etkilerin enzimatik ve elektron mikroskobik agidan
degerlendirilmesi’, Proje Ana: 97/ 11, Anadolu Universitesi, Eskisehir,
Turkiye, (2001).

[15]. Saygideger, S., ‘Yesil alglerden Spirogyra fluviatilis Hilse ve Zygnema
pectinatum 'da kursun biyoakiimiilasyonu ve toksisitesi’, Tr. J . of Biology

21,343-352 (1997).

[16]. Okamoto, O. K., Pinto, E., Latorre, L.R., Bechara, E.J.H., ve Colepicalo,
P., “Antioxidant modulation in response to metal-induced oxidative stress in

algal cloroplasts’, Arch. Environ. Contam. Toxical., 40 , 18-24 (2001).



[17].1lio, D. C., ‘Glutathione peroxidase, glutathione S-peroxidase and
glutathione rediictase activities in normal and neoplastic human breast

tissue’, Canser letters, 29, 37-42 (1985).

[18]. Tatcher, R W. Lester, M,L.., McAlaster, R, ve Horst R., ‘The adverse
effect of lead’ Arch. Environ. Health, 37, 159-66 (1982).

[19]. Meister, A., Methods In Enzymology, 113, 490-493 (1985).

[20]. Fiskin, K., "The effects of sodium selenit on the antioxidative defence
mechanism of human hepatoma G, cells’, Tirk, J. Med. Sci,. 30, 203-207
(2000).

[21]. Atroshy, F., ve Westermarck T., ‘Trace elements and glutathione enzymes

in inflammation’, Trace 98, 575-578 (1989).

[22]. Spector, A., Wilson, S.R., ve Zucker, P.A., ‘Compaunds having GSH-Px
activity and use there of’, Arch. Environ. Contam. Toxical, 25, 1-23 (1991).

[23]. Kogyigit, A, Erel, O., Gurel, M. S, Seyrek, A., Aktepe, N., Giir, S, ve
Avey, S., ‘Decreasing seleniun levels and GSH-Px activity in patients with

Cutaneous leismaniasis’, Tr. J. of Medical Sciences, 29, 291-295 (1999).

[24]. Yashikuni, M., ve Keiko, O., ‘Iffects of ascorbic acide on cronic lead
toxicity to young rats’, Journal of Neurochemistry, 46 ,1344-1352, (1986).

[25]. Cond, F., ve Verdetti, J., ‘SOD, GSH-Px, CAT and lipid peroxidation in the
major organs of the aging rats’, Free radical biology, Medicine, 7, 59-63

(1989).



[26]. Moore, T.D., ve P.F. Sparling., ‘Proposal for further study of the homolog
of GSH-Px found in Neisseria meningitidis’ Infect Inmun., 63, 1603-1607
(1995).

[27]. Murray, R K., Granner, D.K., Mayes, P.A., ve Radwell, V.W_, Harper’s
Biochemistry, 706-707 (1993).

[28]. Arthur, J W, ‘Review of freswater bioassay procedure for selected

amphipodas’, ASTM, STP 715, A L., 98-108 (1980).

[29]. Diamond, J.W., Graney, L.R., ve Haslam, S.M., ‘Use of an integrated
monitoring approach to determine site specific effluent metal limits’, Water

Erviron, 36, 119-133, (1994).

[30]. Goziikara, M.E., Biyokimya, 1, Inonii Universitesi, Tip Fakultesi,
Evin Matbaasi, Malatya, Tiirkiye, (1994).



