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OZET

Bu ¢alismada, hindi (Meleagris gallopavo) karacigerinden saflagtirilan mitokondriyal tiyoredoksin
rediiktaz enzimi aktivitesi tizerine bazi herbisit ve insektisitlerin in vitro etkileri incelendi. Enzimin
saflastirilmasinda gradientli santrifiigasyonla homojenizasyondan sonra 2', 5'-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi yontemi kullamldi. Enzim hindi karaciger mitokondrisinden 3,07 EU/mg
protein spesifik aktiviteyle, % 2,05 verimle, ve 990 kat saflastirildi. Enzimin saflik kontrolii Sodyum
Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile yapildi ve tiim kinetik ¢alismalarda
saf enzim kullanildi. Yapilan kinetik ¢alismalarda kullanilan 4 herbisit ve 4 insektisitten 3 herbisit ve 3
insektisitin enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit edildi.
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ABSTRACT

In this study, we determined the in vitro effects of some herbicides and insecticides on the activity of
mitochondrial thioredoxin reductase that purified from liver of turkey (Meleagris gallopavo). For
purification of enzyme with graduation santrifugation homogenization and 2', 5'-ADP Sepharose 4B
affinity chromatography technique was used. The enzyme was purified 990-fold from turkey liver
mitochondria in a yield of 2,05 % with 3,07 U/mg. SDS-PAGE was done tocontrol the purity of
enzyme and also showed a single band for the enzyme. According to the kinetic studies, inhibition
effects of 3 pesticides and 3 insecticides including four of herbicides and four of insecticides were
identified.
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1. GIRIS

Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR),
Tiyoredoksin proteinleri (Trx) ve NADDPH,
tiyoredoksin sistemi olustururlar. Bu sistem hem
prokaryotlarda hem de 6karyotlarda bulunur
[1]. Tiyoredoksin (Trx) ve tiyoredoksin
rediiktaz (TrxR), biiyiimenin kolaylagtirilmast,
apoptoz ve hiicre korunmasi gibi birgok hiicre
ici olayda gorev alan redoks aktif proteinleridir
[2]. Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve
tiyoredoksin (Trx) sistem, hiicre biiytimesi, gen
expresyonu ve sinyal iletimi, redoks
aktivitesinin diizenlenmesi, oksidatif strese
kars1 koruma, anti apoptotik (programli hiicre
olimii) fonksiyon ve hiicre biliylimesinde etki
gosterirler. TrxR/Trx sistem ayrica kanser
tedavilerinde genis bir alanda potansiyel hedef
olarak kullanilir [3].

Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR) lipoamid
dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz ve civa iyonu
redilktaz gibi piridin niikleotit disiilfit oksido
rediiktazlar arasinda flavoprotein ailesine bagh
enzimlerdir. Bu ailenin {iyelerinin her biri
disiilfit iceren aktif bir bolge, bir NADPH
baglanma yeri ve bir FAD prostetik grubun
olusturdugu homodimerik proteinlerdir [4].

Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR), Cys-Val-
Asn-Val-Gly-Cys amino asitlerinden olusan
katalitik bolimii ve nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) baglanma bolumii
ile aktivite gosterirler. Ayrica, katalitik bolim ile
etkilesime giren ve redoks aktivitesi i¢in gerekli
olan C-terminal bélgesinde selenosistein
icerirler [5,6]. Selenyum TrxR aktivitesi i¢in
gereklidir. Yapilan ¢alismalarda kiiltiir ortamina
1 uM Se eklenmesi halinde hiicresel TrxR
aktivitesinin 40 kat arttig1 gériilmiistiir [ 7]. TrxR
aktivitesi, oksidatif hekzosmonofosfat (HMPS)
cevriminin kontrol noktasi enzimi olan glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ile iiretilen
NADPH tarafindan diizenlenir [8].

Enzimin sitozolik ve mitokondriyal olmak
tizere iki formu vardir [5]. Memelilerde ise
TrxR'ler sitozolik, mitokondriyal ve testis-
spesifik tiyol regiilatorii olmak tizere 3 degisik
izoformda bulunur [9].

Enzimin en 6nemli fonksiyonu tiyoredoksin
proteininin NADPH'a bagimli olarak
indirgenmesini katalizlemektir. Bu reaksiyonda
elektronlar NADPH'dan enzimin prostetik
grubu olan FAD araciligiyla enzimin substrati
olan tiyoredoksin'e akar ve substrati indirger [4].
TrxR'ler okside tiyoredoksinleri indirgeme
kabiliyetleri sebebiyle bu isimle
adlandirilmiglardir [6]. Tiyoredoksinler (Trx)
ise Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys amino
asitlerinden olusan bir katalitik boliim igeren 10-
12 kDa'luk bir protein ailesidir. Bu proteinlerin
iki sistein grubu geri dontisiimlii oksidasyon/
rediiksiyona ugrar. Trx'in rediikte olmus ditiyol
formu [Trx-(SH),] disiilfit grubu iceren okside
protein substratlarini rediikte eder. Okside
disiilfid formu [Trx-(S-S)] ise TrxR tarafindan
diizenlenen NADPH-bagiml bir yolla devire
geri katilir [10].

Trx-S, + NADPH' + H._™™Y  Tix(SH), + NADP' (1)
Trx~(SH), + Protein-S, €—20y,  Trx-S,+ Protein-(SH), (2)

Net: NADPH + H' + Protein-S,— ™y, NADP' + Protein-(SH), (3)

Sekil 1. Trx/ TrxR sisteminin hiicredeki rolii [5].

Tiyoredoksin disinda lipoik asit [11], lipid
hidroperoksit [12], selenit, vitamin C [13],
Vitamin K, [14], 5,5'dithiobis-(2 nitrobenzoik
asit), alloksan [15], dehidroaskorbat [16] ve
timo6r supresor protein P53 [17], enzimin
bilinen diger substratlarindandir. Ancak bu
substratlarin ¢ogunun indirgenmesinde
TrxR'nin fizyolojik roli tam olarak
bilinmemektedir.

TrxR/Trx sistemi, DNA sentezi ve hiicre
cogalmasi i¢in gerekli olan
deoksiribontikleotidlerin yapiminda kritik bir
rol oynar. Trx, niikleotid difosfatlarin
deoksiriboniikleotidlere doniistimiini
katalizleyen bir enzim olan riboniikleotid
rediiktazin, ribozu indirgemesi i¢in gerekli olan
elektronlari saglar[18].

Bu caligmada tiyoredoksin rediiktaz
enziminin hindi karaciger mitokondrisinden ilk
kez saflastirilmas1 ve bazi pestisitlerin bu enzim
aktivitesi lizerine etkilerinin incelenmesi
amaclandi.
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2.MATERYALVE METOD

2.1. Materyal

Calismada kullanilan kimyasal maddeler
DTNB, EDTA, Potasyum Fosfat, NADPH,
Etanol, Poliakrilamid, Coomassie brillant blue,
Sodyum dodesil siilfat(SDS), DTT, Tris, HCI,
2',5" ADP Sepharose 4B ve diger tiim kimyasal
maddeler Sigma Chem Com.'dan temin
edilmistir.

2.2. Metod
2.2.1 Homojenatin hazirlanmasi

Homojenat hazirlamak i¢in hindi karacigeri
(20g) bicak yardimryla kii¢lik pargalara ayrildi.
Pargalanan karaciger {izerine 60 ml 0,05 M
Tris/HCI1 (pH 7,5) tamponu ilave edilerek
homojenizator ile siispanse edildi. Hazirlanan
homojenattan mitokondri organeli elde
edebilmek icin gradientli santrifiij yapildi.
Mitokondriyal enzim igin siispansiyon Once
6.000 g'de +4°C'da 30 dk. santrifiij edildi.
Cokelek atild1, stipernatant 22.000 g'de santrifiij
edildi. Elde edilen ¢okelek 0,05 M Tris/HCI1 (pH
7,5) tamponu i¢inde homojenize edildi ve
dondurup ¢6zme islemi uygulandi. Bu
stispansiyon 24.000 g'de +4 °C 30 dk. santrifijj
edildi ve stipernatant analizler i¢in kullanilmak
tizere hazirlandu.

2.2.2. Afinite kromatografisi ile enziminin

saflastirilmasi

10 ml'lik yatak hacmi i¢in 2 gkuru 2', 5'-ADP
Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml destile su ile
kat1 maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birkag¢ defa
yikandi. Yikama esnasinda jel sisirilmis oldu.
Sigirilmis jelin havast su trompu kullanilarak
vakum ile alindi ve daha sonra dengeleme
tamponu (10 mM Tris/HCL, 1 mM EDTA pH
7,4) (Tampon A) ilave edilerek jel stispanse
edildi. Stispanse edilmis jel, 1x10 cm'lik kapali
sistemden olusan sogutmali kolona
paketlendi.Jel ¢oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla tampon A ile yikanarak kolon
dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu eliiat
ile tampon ¢6zeltide 280 nm'de absorbanslariin
ve pH'larinin egitlenmesinden anlagildi.

Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu. Elde
edilen homojenat tampon A ile dengelenmis
olan kolana uygulandi. Daha sonra kolon
tampon A ile yikandi. Yikama islemine 412
nm'deki absorbans degeri “0” oluncaya kadar
devam edildi. Daha sonra 2' ser ml, 2 mM, 4
mM, 6 mM, 8 mM ve 10 mM NADP' ihtiva
eden tampon A ¢ozeltileri ile gradientli eliisyon
islemi gerceklestirildi ve tiyoredoksin rediiktaz
elde edildi.

2.2.3. Bradford yontemiyle protein tayini

2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi yontemiyle saflagtirilan enzim
icin kantitatif protein miktar1 Bradford
metoduna gore belirlendi [19].

2.2.4. Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra 9%3-10 kesikli
sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna
gore yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol
edildi[20].

2.2.5. In Vitro Inhibisyon Cahsmalar

Etken maddesi glifosatizopropilamin,
fenoksaprop-p-etil, 2,4-diklorofenoksiasetik
asit dimetilamin tuzu ve haloksifop-p-
metilesterolan 4 ¢esit herbisit ve etken maddesi
diklorvos, deltametrin, sipermetrin, klorpirifos
olan 4 ¢esit insektisitin enzim aktivitesi tizerine
in vitro etkisi incelendi. Calisilan her madde ilk
olarak saf suyla 1000 kat veya daha fazla
seyreltildi. Her pestisitin 5 farkl:
konsantrasyonunda enzimin aktivitesi 6l¢tildi.
Inhibitérsiiz enzimin aktivitesi olan kontrol
aktivitesi %100 olarak kabul edilip diger
inhibitor konsantrasyonlarinda % Aktiviteler
hesaplandi. Inhibitér konsantrasyonlarma karsi
% Aktivite grafigi ¢izildi. Cizilen bu
grafiklerden inhibitérler i¢in 1C,, degerleri
hesaplandi.
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3.BULGULAR

3.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in

Kullamlan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki
kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Homojenattan, gradientli santrifiij ve
afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu
standart grafikten faydalanilarak bulundu.
Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen
absorbans degerleri Sekil 2'de gosterildi.

0.7 -
v =0,0068x
0.6 R*=0.994
0.3

0.4
0.3
0.2
0.1

U T T 1
40 60 100
ug protein

Absorbans (595 nm)

Sekil 2. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif
tayininde kullanilan standart grafik

3.2. Hindi Karaciger Mitokondriyal
Tiyoredoksin Rediiktaz Enziminin 2',5'-
ADP Sepharose 4B Afinite Kromatografisi
Ile Saflagtirmasi ile lgili Sonuclar

Hazirlanan homojenat 2',5'-ADP Sepharose
4B afinite kolonuna yiiklendi. Daha sonra
gradientli eliisyon gergeklestirildi. Elde edilen
sonuglar Tablo 1'de gosterildi.

Tablo 1. Hindi karaciger mitokondriyal tiyoredoksin
rediiktaz enziminin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile saflagtirma sonuglari

Toplam | Toplam |Toplam | Spesifik

Hacim | Protein |Aktiyite tivite
(ml) (mg) | (EU) | (EU/mg)
Homojenat 60 18882 | 594 | 0,0031 1

2'5'-ADP Sepharose 8 0,0397 0,122 3,07 990

4B afinite kromotografisi

Saflagtirma

Numune Tiirii Katsayist

3.3. Hindi Karacigeri Mitokondriyal
Tiyoredoksin Rediiktaz Enziminin SDS-
PAGE ile Saflik Kontrolii

2',5'-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki
enzimlerin safligin1 kontrol etmek icin kesikli
SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla
elektroforez sistemi kurularak enzim
numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve
yiriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf
Sekil 3'de gosterildi.

1 2 3 45

Sekil 3. 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan
eltie edilen hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile
saflik kontrolii.

*1. kuyu: standart proteinler (B-galaktosidaz: 120
kDa, BSA: 85 kDa, ovalbumin: 50 kDa, CA: 35 kDa,
B-laktoglobulin: 25 kDa) 2,3, 4ve 5. kuyu: Afinite
kolonundan alinan tiyoredoksin rediiktaz enzimi.

3.4. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi iizerine bazi
ilaclarn etkilerinin belirlenmesine ait
calisma sonuglar:

Hindi karacigeri mitokondriyal tiyoredoksin
rediiktaz enzimi aktivitesi iizerine bazi
pestisitlerin etkilerini belirleyebilmek i¢in bu
pestisitlerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda
alinarak hindi karaciger tiyoredoksin rediiktaz
enzimi aktivitesi {izerine etkileri arastirildi.
Calismalar sonucu kullanilan pestisit
konsantrasyonuna karsi % Aktivite grafikleri
Sekil 4- 11'de verildi.
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o Akdivite
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[Glyphosate isopropylamin]uh

Sekil 4. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
glikofosat izopropilamin olan herbisitin etkisi

% Aklivile

01 0.15
[Fenoxaprop-p.ethyl] uhi

y=100e#3%
R:=109813

Yo Altivite

-
=1
a
+

0,25

T
0,05 01 0,15 0,2

[Haloxyfop-pmethyl ester]ub

Sekil 7.Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
haloksifop-p-metil ester olan herbisitin etkisi

% Aklivite

1
[Dichlorvos]ull

Sekil 5. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
fenoksaprop-p-etil olan herbisitin etkisi

% Aklivile

T
50
[2.4- Dichlorophenoxy acetic acid dimethyl amin salt] uM

T T
100 150

Sekil 8. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
diklorvos olan insektisitin etkisi

%0 Akbivile
-
r
=1

[
1=
1=
o

0,04 0,08
[Deltamethin] M

Sekil 6. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
2.4-diklorofenoksi asetik asit dimetilamin tuzu olan

herbisitin etkisi

Sekil 9. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
deltametrin olan insektisitinin etkisi
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Sekil 10. Hindi karacigeri mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz enzimi tizerine etken maddesi
sipermetrin olan insektisitin etkisi

L Tablo 2. Hindi karacigeri mitokondriyal
iyoredoksin rediiktaz enzimi i¢in bulunan IC,,
degerleri.

ILACLAR 1C5, Degerleri (nM)
Fenoksaprop-p-etil 0,112
Glifosatizopropil amin 63,18
Diklorvos 0,397
2,4-diklorofenoksiasetik asit dimetilamin tuzu 115,8
Klorpirifos 0,015
Sipermetrin 0,222

Calismada kullanilan 8 pestisitten 6 tanesine
ait IC,, degerleri fenoksaprop-p-etil i¢in 0,112
glifosatizopropilamini¢in 63,18, 2,4-
diklorofenoksiasetik asit dimetilamin tuzu igin
115,8, diklorvos i¢in 0,397, sipermetrin i¢in
0,222 ve klorpirifos i¢in 0,015 pM olarak
belirlenmistir. Caligsmada kullanilan
pestisitlerin biiyiik bir bolimiintin enzimi
tamamen inhibe etmesinden dolay1 bu bilesikler,
Trx/TrxR sistemiyle iliskilendirilen timor,
kanser, AIDS ve degisik immiin sistem
rahatsizliklarinda Trx/TrxR salinimini azaltma
maksatli ilaglarin hazirlanmasinda fikir verici
olabilir. Ayn1 zamanda bu toksik maddeler
topraga suya, bitkilere ve hayvanlara ve oradan
da insan sindirim sistemine erismesi durumunda
ya da dogrudan bu maddelere maruz kalinmasi
durumunda Trx/TrxR sistemi geri dontisiimstiz
inhibe olacagindan dolay1 organizmada biiyiik
hasarlara yol acabilir.
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