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OZET

BROYLER KARACIGERINDEN SAFLASTIRILAN GLUTATYON
S-TRANSFERAZ ENZiMi UZERINE BAZI AGIR METALLERIN
ETKIiSININ INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
TUGBA TAK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. OKTAY ARSLAN )

BALIKESIR, MAYIS - 2018

Glutatyon  S-transferaz  (GST; EC 2.5.1.18) ksenobiyotik
metabolizmasinda 6nemli role sahip multifonksiyonel bir enzimdir. Bu
nedenle GST enzim aktivitesinin azalmasi1 karacigerin detoksifikasyon
kabiliyetinin diismesine sebep olur. Bu calismada GST enzimi Broyler
karacigerinden hidrofobik etkilesim kromatografisi ile ilk defa
saflagtirillmistir. Bu amagla Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip olan hidrofobik jel sentezlenmistir. Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzimin safligi kontrol
edilmistir. Enzimin kinetik sabitleri glutatyon (GSH) ve 1- kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) substratlar1 i¢in ayr1 ayr1 bulunmustur. Ky ve Vpmax
degerleri GSH ve CDNB igin sirasiyla 0,97 mM, 1,36 EU/ml ve 8,77 mM,
1,36 EU/ml olarak belirlendi.

Aragtirmamizda Ba*?, Ca*?, Cd*?, Cr™, cu™, Cu*? Fe*?, Hg™?, Mn*?,
Ni*2, Pb*? ve Zn*? agir metallerin Broyler karacigeri GST (bGST)
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Cd*? metal iyonunun 0,64 mM 1Csy degeri
ile en giiclii inhibitdér oldugu saptanmistir. Ba*? ve Ni*? metal iyonlarinin
enzim iizerinde énemli bir etki gostermedigi bulunmustur. Ca*?, Fe*?, Ph*?
ve Mn*? metal iyonlari ise calisilan konsantrasyonlarda (0,5- 4 mM) bGST
enziminin aktivitesini farkli diizeyde artirdig1 saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Glutatyon S-transferaz (GST), broyler
karacigeri (bGST), hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK), metal iyonu,
inhibisyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SOME HEAVY METALS
ON GLUTATHIONE S-TRANSFERASE ENZYME PURIFIED
FROM BROILER LiVER
MSC THESIS
TUGBA TAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

KiMYA ANABILIM DALI
(SUPERVISOR:PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, MAY 2018

Glutathione S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) is a multifunctional
enzyme with an important role in xenobiotic metabolism. Therefore, the
decrease in GST enzyme activity causes the detoxification ability of the
liver to decrease. In this study, the GST enzyme was purified for the first
time by hydrophobic interaction chromatography from Broiler liver. For this
purpose, a hydrophobic gel having the chemical structure Sepharose 4B-L-
tyrosine-1-naphthylamine was synthesized. The enzyme purity was checked
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Enzyme Kkinetic constants were found separately for glutathione
(GSH) and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) substrates. Ky Ve Vmax
values were determined as 0.97 mM, 1.36EU / ml and 8.77 mM and 1.36EU
/ ml for GSH and CDNB, respectively.

In our study, heavy metals such as Ba*?, Ca*?, cd*?, Cr*3, cu*?, cu®?,
Fe*?, Hg™ Mn*? Ni*%, Pb*? and Zn*? the effects on broiler liver. GST
(bGST) were investigated. Cd*®> metal ion was found to be the strongest
inhibitor with an ICsovalue of 0.64 mM. It has been found that Ba*? and Ni*?
metal ions have no significant effect on the enzyme. Ca*? Fe*?, Pb** and
Mn*2 metal ions increased the activity of bGST enzyme at different
concentrations (0.5-4 mM) at the working concentrations.

KEYWORDS: Glutathione S-transferase (GST), broiler liver (bGST),
hyrophobic interaction chromotography (HEK), metal ion, inhibition
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1. GIRIS

Diinyadaki hayvansal protein aciginin kapatilmasinda en 6nemli sektor kiimes
hayvanciligidir. Diger hayvan yetistiriciligine gore iiretiminin kolay ve hizli
olmasmin yaninda maliyetininde diisiik olmasi1 baslica tstiinliikklerindendir. Ayni
zamanda kirmiz1 ete gore yag oraninda diisiik, proteinin kaliteli, sindiriminin kolay
olmas1 da diger Ustilinliikleri arasinda sayilabilir. Bu nedenlerle Broyler endiistri
sektorli dev adimlarla ilerlemektedir. Yeterince kaliteli ve ucuz iiretime yonelik
olarak siirdiiriilen ¢aligmalar sonucu, eski iiretim modelleri hemen hemen tiimiiyle

terk edilmistir [1-3].

Glinlimiizde s6z konusu iiretimde en ekonomik ve hayvan basma en yiiksek
verimin elde edilmesi temel ilke olarak benimsenmistir. Bunun i¢in tiretiminde temel
girdi olan daha kaliteli ve ucuz yemin hazirlanmasi konusunda yogun caligmalar
stirdliriilmektedir. Bu amagla, yiizlerce cesit ila¢g ve kimyasal maddelerin yemlere
katilmas1 ve bu maddelerin hayvanlarin biiylimesi lizerine etkilerinin arastirilmasi
yapilmaktadir. Son yillardaki verilere gore, biitiin diinyada hayvansal besin iiretimi

bu sekilde %70-80 oraninda artirtlmistir [4,5].

Broyler yetistiriciliginde, artik katkisiz yem hemen hemen diisiiniilemez hale
gelmistir. Kullanilan katki maddelerinin birgogunun etkileri arastirilmistir. Diinyada
birgok bolgede kullanilan hayvan yemlerinin belirli 6l¢iide agir metal icerdikleri
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir [6,7]. Cevredeki agir metal kirliligi, besin zinciri
ile bitkiler ve insanlarinda i¢inde oldugu tiim hayvansal organizmalar i¢in biiyiik bir
risk oldugu tartisilmaz bir gercektir. Bu gercek karsisinda hayvan yemlerinde agir

metallerin bulunmasi sasirtict bir konu olarak diistiniilemez [8].

Agir metaller, cok diisiik konsantrasyonlarda bile enzimlerin aktiviteleri
tizerindeki etkileri olduk¢a dramatiktir [9-14]. Cogu enzim igin ICsy degerleri mM
diizeydedir. Bolim 1.2.3° de ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi, GST’ler farkli
fizyolojik fonksiyonlar1 ile canli organizmalar icin vazgecilmezdir. Bu
fonksiyonlarindan, Faz—II’ deki detoksifikasyon islevi, hayvanin toksik maddelerin

disar1 atilmasi i¢in oldukc¢a dnemlidir. GST aktivitesinin inhibisyonu basta oksidatif

1



stres olmak iizere gerek bitki [15] ve gerekse hayvanlarda [16] bir¢ok probleme
sebep oldugu gosterilmistir. Bu nedenle agir metallerde dahil bircok ¢evre
kirleticisinin bu enzim iizerindeki etkileri detaylica arastirilmistir. Ornek olarak;
Aksoy ve ark. balik karacigerinden saflastirdiklar1 GST’ nin sekiz farkli agir metale
kars1 afinitesini arastirmislardir. Hesaplanan 1Csq degerleri 0,011-0,253 mM arasinda
degistigi saptanmistir [13]. Bir diger calismada ise hindi karacigerinden elde edilen
GST iizerinde agir metallerin inhibisyon etkisi saptanmistir [14]. Agir metallerin

GST iizerindeki etkisi konusunda bir diger ¢alisma Crupkin ve ark. tarafindan

yapilmugtir [17].

Bu calismada, Broyler karacigerinden Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
(HEK) ile saflastirilan GST enzimi {izerinde Ba+2, Ca+2, Cd+2, Cr+3, Cu*l, Cu+2, Fe+2,
Hg Mn*2 Ni*%, Pb™ ve Zn"agir metal iyonlarmin etkisinin arastiriimasi
planlamistir. S6z konusu hayvanlarin omiirlerini ¢ok kisa olmasi nedeniyle GST
aktivitesinin degismesinin hayvanin kendi sagligi iizerinde 6nemli bir farkindalik
olusturmaya bilir. Ancak, bu enzimin aktivitesindeki azalma, hayvanin
detoksifikasyon kabiliyetini diisiirecegi i¢in pestisitler dahil birgok toksik madde
birikecektir. Bu durum insan saghigi agisindan ¢ok 6nemli bir sorun olusturacagi
acgiktir. Bu nedenle arastirmamizdan elde edilecek sonuglarin temel bilimler alaninda

oldugu gibi toksikoloji alaninda da yaygin etki gésterecegi diisiincesindeyiz.



1.1  Glutatyon

Canli organizmalardaki yasamin siirekliligi, son derece kompleks bir o kadar
kontrollii biyokimyasal tepkimelerin devam etmesine baglidir. Bu sistemi bozacak
yonde ortaya ¢ikan endojen veya ekzojen kaynakli faktorler canli organizmalara
onemli hasarlar verirler. Bunlar igerisinde oksidatif stres, son yillarda diger faktorlere
gore daha fazla one ¢ikmaktadir. Oksidatif stresin hiicre igerisinde kontrol altina
alinmasina yonelik bir sistem dizayn edilmistir. Bu amagla katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz gibi enzimler hiicre
igerisindeki antioksidan sistemin onemli bir parcasidir. Bunun disinda glutatyon,
vitamin E, vitamin C, NADPH gibi bilesiklerde bu sistem igerisinde 6nemli rollere
sahiptir [18,19].

Glutatyonun canli organizmalarda bir¢ok fonksiyonu olmasina ragmen, en
temel islevi antioksidan etkisidir. Oksidatif stresin asir1 artifi organizmalarda,
antioksidan potansiyelin diismesi sonucu GSH diizeyinde 6nemli azalmaya yol agtig1
bilinmektedir. Bunun sonucu kanser, yaslanma, aterosikloroz gibi ¢ok Onemli

patolojik sonuglar ortaya ¢ikmaktadir [19,20].

v — glutamilsisteinilglisin kimyasal yapisina sahip bir tripeptid olan glutatyon
ilk defa 1921 yilinda kas kasilmasi ¢aligmalar1 sirasinda kesfedilmesine ragmen

yapist 15 yil sonra aydinlatilabilmistir [21].
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Sekil 1.1: Glutatyonun kimyasal yapisi.



Sekil 1.1 de goriildiigli gibi s6z konusu tripeptid, iki karboksil grubu, bir
amino grubu, iki peptid bag1 ve bir tiyol grubundan ibarettir. Indirgenmis glutatyon
ve yiikseltgenmis glutatyon olmak iizere iki formda bulunur. Glutatyon, farkli
dokularda yiiksek konsantrasyonlarda (0,1 - 10 mM) bulunmasina ragmen yaklasik
%99 indirgenmis formdadir (GSH). Glutatyonun indirgenmis formda tutulabilmesi
icin pentoz- fosfat yolunun aktivitesi son derece Onemlidir. Hidrofilik gruplarin,
molekiil biiytikliigline gore fazla olmasi glutatyonun sudaki ¢oziiniirliigiiniin yiiksek
olmasma sebep olur. Bu durum, GSH’ 1 canli organizmalardaki stabilitesini ve

mobilizasyonunu artirir [22,23].

Hiicrede ATP’ nin kullandigi iki reaksiyon sonucunda glutatyon sentezi
gergeklesir. Glutatyon sentetaz ve y-glutamil sistein sentetaz da bu reaksiyonlar

katalizleyen enzimlerdir [24].
v —glutamil sistein sentetaz
L- Glutamat + L- Sistein + ATP—— L — y-glutamil- L — sistein + ADP + Pi
Glutatyon sentetaz
L- y- Glutamil— L-Sistein + Glisin + ATP . GSH + ADP + Pi

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin hiicre sitozoliinde bir¢ok fizyolojik
proseste dnemli rolii vardir [25]. Onemli bir indirgen gii¢ olan glutatyon (GSH)
Ozelikle eritrositlerde hemoglobin ve diger proteinlerin sistein rezidiilerin
yiikseltgenmesini Onleyerek s6z konusu molekiillerin fonksiyonlarinin devamini
saglar. Eritrosit hiicrelerindeki GSH / GSSG oraninin yaklasik olarak 500 olmasi
oldukca dikkat ¢ekicidir [26]. Bunun disinda hiicre i¢i proteinlerin dihidrolipoik asit
ve koenzim A (CoA) gibi molekiillerin tiyol gruplarini indirgenmis formda tutar.
Ayrica askorbik asit, a- tokoferol gibi antioksidan molekiillerinde korunmasinda son
derece Onemli fonksiyona sahiptir. GSH, DNA sentezinin 6n bileseni olan

riboniikleotitlerin indirgenmesinde de énemli islevi vardir [27].

Glutatyon, hiicrelerin oksidatif hasara, toksik bilesiklere ve radyasyona karsi

korunmasinda son derece Onemli fonksiyona sahiptir. Ayrica bazi ilaglarin



inaktivasyonunda ve Ostrojen, prostaglandin gibi bazi bilesiklerin metabolik

etkilerinde de gorev alir [18-27].

GSH, tiyol gruplarimi indirgemis halde ve demiri ferrdz (Fe™®) halde
tutulmasini saglayarak proteinin inaktivasyonunu engelleyebildigi gibi rejenere
olmalarina da olanak saglar [28,29]. GSH aminoasitlerin transportunu saglar ve GST
araciligiyla da elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonun da kofaktér gorevi
goérmektedir [30,31].

1.2  Glutatyon S-Transferaz Enzimi

GST’ nin yapis1 hakkindaki ilk bilgiler 1961 yilinda fare karacigerinde
yapilan calisma ile ortaya ¢ikarilmistir [32]. S6z konusu enzimin saflastirilmasi ise

Habig ve ark. tarafindan ilk olarak 1974 yilinda gergeklestirilmistir [33].

GST izoenzimleri i¢in farkli substrat spesifikliklerine gore, aril transferazlar,
alkil transferazlar, epoksit transferaz gibi smiflandirmalar yapilmistir [34,35].
Enzimin smiflandirilmasinda ayrica fiziksel ve yapisal oOzellikleride dikkate
alinmistir. GST enzimlerinin bircogu hiicre sitozoliinde bulunurken, karaciger
hiicrelerinin mikrozomal kisminda da GST aktivitesine rastlanilmistir. S6z konusu
enzim mikrozomal membrana oldukc¢a siki bir sekilde bagli ve bazi 6zellikleri ile

sitozolik formlardan farkli oldugu tespit edilmistir [36,37].

GST enziminin fizyolojik 6dnemi nedeniyle bundan sonra bir¢cok calisma
yapilmis, basta memeliler olmak iizere boceklerde, baliklarda, kuslarda ve bircok
mikroorganizmalarda GST aktivitesi saptanmistir. Memelilerde ise en sik rastlanilan
doku basta karaciger olmak iizere akciger, kas, ince bagirsak, testis, plasenta gibi
organlarin hem sitozoliinde hemde membraninda tespit edildigine dair c¢aligmalara
literatiirde rastlamak miimkiindiir [38,39]. Bu izoenzimlerin bir¢ok fizyolojik
fonksiyonu  saptanmustir. Bunlardan en  Onemlisi, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonun da Faz Il asamasinda rol oynamasidir [40,41]. Buna ilaveten GSH
- bagimh peroksidaz aktivitesi ile bircok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde
antioksidan olarak fonksiyonu vardir [42]. Ayrica farkli doymamis hidrokarbonlarin

izomerlesmesinde de gorev alir [43,44] Bu enzimlerin non-katalitik aktiviteleri ile



karsinojenik maddeleride dahil birgok hidrofobik ligand1 baglayarak onlarin
transportunda temel islevleri vardir [45].

SH S-K
0 0
H,N H GST H,N H COOH
2 N \/COOH + Ks LA P N ~
H H
COOH 0 COOH 0
Glutatyon Ksenobiyotik Glutatyon-S-Konjugati

Sekil 1.2 : Ksenobiyotiklerin glutatyon ile GST katalizli reaksiyonu [46].



1.2.1 GST’ nin Molekiiler Yapisi

GST’ ler, elektrofilik bilesikleri ile GSH’ 1 konjugasyon reaksiyonunu
katalize eden dimerik yapidaki biiyiik protein ailesidir [48-50]. Hemen hemen tiim
tiirlerde bulunan bu proteinler yapisal benzerliklerine gore smiflara ayrilmislardir.
Sitozolik GST’ ler memelilerde Pi, Omega, Teta, Alpha, Mii ve Zeta olarak
siiflandirilirken [51], Teta ve Zeta sinifinda bulunan GST’ ler bitkilerde ve diger
organizmalarda tanimlanmistir. Diger gruplarda Epsilon ve Delta yalnizca
boceklerde [52], bitkilerde bulunan Lambda [53], Tau, Phi ve prokaryotlarda ise Beta
olarak tespit edilmistir [54].
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Sekil 1.3: GST alt birimlerinin sematik gosterimi.Memelilere 6zgii GST’ ler (Alpha, Mu, Pi ve
Sigma) mavi, Bitki ve bakteriyel GST’ ler ( Phi ve Beta) sar1 ve beyaz, Hem hayvanlarda
hem de bitkilerde bulunan GST’ ler (Theta ve Zeta) yesil arka plana sahiptir [55].

Memeli Pi, Mii, Alpha smifi GST’ lerin iki farkli birimden olustugu
bilinmektedir. Her bir alt birimin bagimsiz aktif bolgelere sahip oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Her bir aktif bolgede glutatyona spesifik bir domain ve
onun yaninda elektrofilik substratlar1 baglayan daha hidrofilik olan bir bdlgenin

varligi tespit edilmistir [56].

GST’ ler yaklasik olarak 23-29 kDa molekiil agirligina sahip globiiler yapida
dimerik proteinlerdir. Her bir alt birim 200-240 rezidiiden olusur. Yaklasik 80
aminoasit rezidiisinden meydana gelen ii¢ a-heliks ve bir B-tabaka motifinden N-

terminal bolge domaini G bolgesini olusturur. Bu bolge GSH’ a oldukga spesifiktir.



H domaini denilen diger bolge ise hidrofobik elektrofil bilesiklerin baglanmasi i¢in
dizayn edilmistir. Bunun disinda 5 ve 6 a-heliks yapisinda C terminal bolgeler dikkat
¢ekmektedir [57].

Sekil 1.4: GST P1-1' in kristalografik yapisi.

Bu bolgelerden G domaini tiim GST’ lerde benzer iken H domaini tiirden tiire
farkli izoformlar arasinda belirgin farkliliklar oldugu bilinmektedir. Enzimin hem
substrat baglama kapasitesi hem de ¢esitliligi bu bolgenin farkliligindan

kaynaklanmaktadir [58].



1.2.2 Glutatyon S-Transferaz Substratlari

GST’ ler tipik olarak ksenobiyotikler ve glutatyon arasindaki konjugasyon
reaksiyonlarin1 katalizler. S6z konusu ksenobiyotikler, ya reaktif (elektrofilik
merkez) ya da Faz I enzimleriyle reaktif hale gelmesi gerekir. GST c¢ok sayida
elektrofilik substratlara sahiptir. Bu substratlarin en tipik 6zelligi lipofilik karaktere
sahip olmasidir. Toksinler, ilaglar, karsinojenik maddeler GST substratlarinin sadece
bir kagidir [59,60].

GST’ nin katalizledigi konjugasyon reaksiyonlarinda, genel olarak epoksit
iceren bilesikler, alkil ve aril halojeniirler, izotiyosiyanatlar, o — B doymamis
karboniller ve kinonlar substrat olarak yer alirlar [61]. Konjugasyon reaksiyonlarinda
elektrofilik substratlarin tamaminin Faz I enzimleri ile aktif hale gelmesine gerek
yoktur. Ancak bazilart siklooksigenazlarin etkisi ile aktif hale gelirler [62]. Ayrica
oksidatif stres sonucu meydana gelen serbest radikallerle de aktivasyonunun

gerceklesecegi bildirilmistir [63].
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GST' nin Kkatalizledigi baz1 reaksiyonlar: 1-Aflotoksin B1=8,9-epoksit, 2-
Benzilizotiyosiyanat, 3-Dibrometan, 4-Melailasetoasetat ve 5-O- kinon.
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GST substratlart olan 4 hidroksil-2-noneal, dopaminokrom, aminokrom,
kolesterol-5-6-oksit, adenin propenal, 9-hidrokperoksilinoleik asit gibi endojen
molekiillerin, biitadien, strien oksit, akrolein, aflotoksin B1-8,9-epoksit,
hekzaklorobiitadien, etilenoksit gibi ¢evresel karsinojenlerin; lindan, DDT, atrazin
gibi pestisitlerin detoksifikasyonunu saglarken, basta cis platin gibi, plastik bazli
kanser ilaglar1 da olmak tizere, siklosofamid, klorombusil, etakrinik asit, adriamisin

gibi ilaglar1 inhibe ederek, bu ilaglarin hiicre igerisindeki direncine sebep olurlar [64].

1.2.3 GST’ nin Fizyolojik Ozellikleri

Heterodimerik ve homodimerik olan GST enzimlerinin tiim canli tiirlerinde
bulunmasi, hayati 6neminin bir gostergesidir. Katalitik ve nonkatalitik olan bu
enzimler, birgok fonksiyona sahiptirler. Detoksifikasyon islevinin yani sira hiicre i¢i

tastyici ve baglayici gorevleride vardir [65].

GST’ lerin birgok 6nemli fizyolojik fonksiyonlarinin olmasina ragmen, en
temel islevi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda anahtar role sahip olmasidir.
Gelisen teknoloji, hizli kentlesme ve insanlarin giizel goriinme kaygilart sonucu
bircok ksenobiyotige maruz kalinmaktadir. ilaglar ve kozmetikler, gida katki
maddeleri, pestisitler, endiistriyel atiklar, bakteriyel ve bitkisel toksinler en temel
ekzojen ksenobiyotik tiirleridir. Bu bilesikler Faz 1 ve Faz II ile belirli ol¢iide
detoksifiye edilerek viicuttan atilirlar [66].

Baz1 ksenobiyotikler Faz I evresinde basta hidroksilasyon olmak iizere
deaminasyon, epoksidasyon gibi ¢ok ¢esitli reaksiyonlar sonucu hidrofobitesi ve
toksisitesi azaltilarak viicuttan atilirlar. Ancak birgok ksenobiyotik Faz I evresinde
viicuttan atilabilir bir forma getirilemez. Bu amagla Faz II diye adlandirilan evre ile
bircok gruplar eklenerek toksisitesi azaltilir. Bu sekilde viicuttan atilabilir forma
getirilir. Faz II’ de bir¢ok spesifik enzimler yardimiyla siilfat, asetat, glutatyon,

glukronik asit ve metil gruplar eklenir [67].

Faz 1 sonucu Faz II tepkimeleri arasinda olusan metabolitin glutatyon

bilesigiyle konjugasyonu olduk¢a onemlidir ve bu konjugasyon organizmayi son
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derece reaktif olan elektrofilik maddelerin saldirisindan korur. GSH konjugasyon

tepkimelerinin ¢ogu GST enzimleri tarafindan gergeklesir [68].

GST’ deki siilthidril grubu gii¢lii bir niikleofilik grup gibi hareket ederek,
epoksit ya da toksik bilesiklerin ya da metabolitlerin elektrofilik merkezlerine
baglanarak onlar1 detoksifiye eder. Toksik etkisi sahip bu ksenobiyotikler direkt GSH
ile konjugasyona ugramasalardi, DNA, RNA ya da hiicre proteini ile kovalent olarak
birleserek, hiicrede ciddi hasarlara neden olacaklardi. Bu yilizden GSH, bazi
karsinojenler ve ilaglar gibi ¢ogu toksik bilesiklere karsi son derece onemli bir

savunma mekanizmasi olusturur [69].

GST tarafindan katalizlenen detoksifikasyon reaksiyonlari, hiicreden toksik
bilesiklerin atilmasina yol ag¢ar. Bu durum canli i¢in son derece onemlidir. Ancak
ozellikle kemoterapide tiimor hiicresi icindeki GST’ nin aktivitesi tedavide énemli
bir probleme yol acar. Bu nedenle s6z konusu GST’ ler icin bir¢ok bilesiklerin

inhibisyon etkileri incelenmistir [61].

Viicuttan atilimlar1 gergeklesmeden oOnce, glutatyon konjugatlart ileri bir
metabolizasyona ugrarlar. Glutatyonda bulunan glutamil ve sistein aminoasitleri
spesifik enzimlerce uzaklastirilirlar ve geri kalan sisteinil rezidiisiiniin amino
grubuna bir asetil grubu eklenir. Meydana gelen bu bilesikte viicuttan atilan

merkaptiirik asittir [65].

GST’ lerin detoksifikasyon aktivitesi yaninda, canli organizmalarda
metabolize edilemeyen lipofilik cogu bilesigi baglamalar1 ve bunlarin hiicre
icerisindeki mobilitelerini artirmalart kinetik 6neme sahiptir[65]. Sican karacigerinde
karsinojenleri, bilirubini ve diger azotlu bilesikleri baglayan bir protein
tanimlanmustir [65]. S6z konusu proteinin GST-1 izoenzimi oldugu saptanmistir [65].
Ayrica bilirubin gibi ¢ogu pigment polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kolik asitler
ve proteinler tarafindan baglanarak tasindigi bilinmektedir [65]. Buna ilaveten GST’
lerin sitoplazmada yiiksek miktarda bulunmasi, tipki albiiminin kan dolasiminda
iistlendigi rolii hiicre icerisinde s6z konusu enzimin yerine getirdigi diisiincesi ortaya
konulmustur [70]. Yapilan bir c¢alismada ‘“hem” bilesiginin sentezinin son
asamasinda i¢ mitokondri zarindan disariya hareketini GST’ ler tarafindan

kolaylastirdigi bulunmustur. GST’ lerin ayni zamanda bazi steroit hormonlarini da
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bagladigi tespit edilmistir. Ancak bu olaym fizyolojik sonuglart tam olarak

anlasilamamustir [71].

GST’ nin bu biyolojik fonksiyonlarmin yaninda, peroksidaz aktivitesi ile de
dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle arasidonik asit ve lineorik asit hidroperoksitleri basta
olmak iizere bir¢ok endojen peroksitleri parcalar. Bu aktivitesi glutatyon peroksidaz
enzimine benzer olmasina ragmen, GST’ nin selenyumdan bagimsiz olmasi 6nemli

bir farkindalik olusturur [65].

GST’ nin ¢ok sayida tanimlanmis, diger fonksiyonlar1 da vardir. Bunlar
arasinda 10kotrien, prostaglandin sentezi ve bazi hormon ve biiylime uyarici

faktorlerinin fonksiyonunda 6nemli isleve sahiptir [65].

GST enzimi aktivitesi, birgok hastalikla iliskilendirilmistir. Ornek olarak;
GST polimorfizm ile Parkinson hastaligi arasindaki iliski incelenmis bu enzim
aktivitesinin s6z konusu hastalik gelisiminde Onemli olacagi kanisina varilmistir
[72]. Bir diger ¢alismada prostat kanseri ile GST arasindaki iligki incelenmis ancak
anlaml1 bir bulguya ulagilamamistir [73]. Benzer bir ¢alismada da karaciger GST’ si

ve yaslilik arasinda bir iligki saptanmustir [74].
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1.2.4 GST’ nin Saflastirilmasi

Literatirde GST izoenzimlerinin saflastirilmasi konusunda ¢ok sayida
calismaya rastlamak miimkiindiir [75-82]. Bu calismalardan birinde balik bagirsak
mukozosundan GST enzimi afinite teknigiyle saflastirilarak  6zellikleri
aydinlatilmistir. Bu calismada, enzimin spesifik aktivitesi 107umol/mg olarak
saptanmistir. Kullanilan afinite kolonunun kimyasal yapisinin, glutatyon-agaroz

oldugu goriilmektedir [75] .

Bir bagka calismada Angelucci ve ark. Levrek karacigerinden GST enzimini
yine ayni kromatografik teknik kullanilarak saflastirmislardir [76]. GST enziminin
saflastirilmast  konusunda bir diger c¢alismada, Down sendromlu ¢ocuklarin
eritrositlerinde enzim afinite teknigiyle saflastirilarak saglikli ¢ocuklarin enzimleriyle
karsilastirilmistir. S6z konusu ¢alismada jelin yapisit diger ¢alismalarda da oldugu

gibi glutatyon-agaroz seklindedir [77].

Bir diger ¢alismada GST insan plasentasindan afinite teknigiyle %0,5 verimle
16 kat saflastirilmistir. Enzimin hem glutatyona (GSH) hem de CDNB’ ye karsi
biyolojik ilgileri saptanmistir. CDNB’ ye kars1 enzimin biyolojik ilgisinin yiiksek
bulunmasi oldukga dikkat ¢ekici olarak goriilmektedir [78]. GST enzimi insan kan
serumundan da saflastirilarak ozellikleri incelenmistir. S6z konusu c¢alismada
enzimin kinetik sabitleri farkli substratlar kullanilarak belirlenmistir [79]. GST
enzimi E.coli ekstratlarindan da afinite teknigiyle yiiksek verimle saflagtirilmigtir.

Saf enzimin kinetik 6zellikleri ayrintili bir sekilde incelenmistir [80].

GST enziminin saflastirilmas: i¢in anyon degisim kromatografisi teknigide
kullanilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde Kefal baligi karacigerinden saflastirilan

enzimin alt birimlerinin molekiil kiitleleri 23-28 kDa olarak saptanmigtir [81].

GST saflastirilmasi konusunda bir diger ¢ekici ¢alisma Van géliinde yasayan
“ Chacalburnus tarichii Pallas” baligindan GST enziminin saflagtirtlmasidir. S6z
konusu enzim afinite teknigiyle (glutatyon-agaroz) 301 kat % 19 verimle

saflagtirilmistir. Enzimin safligi elektroforez ile kontrol edilmistir [13].
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1.3  Agir Metallerin Toksititesi

Agir metaller birgok sistemde olusan elementleri ifade etmektedir. Bu
elementlerin bir kism1 canli organizmalara besin zinciri ile girmektedir. Bazi agir
metaller belirli konsantrasyonlarda canli organizmalar i¢in son derece gerekli iken,

yiiksek konsantrasyonlarda bir o kadar toksitite gosterirler [82,83].

En Onemli agir metal kaynaklar1 toprak ve metal sanayinin olusturdugu
Kirliliktir. Genellikle madenlerin ¢ikartilmasindan isletilmesine kadar olan tim
evrelere, Pb, Cu, Mn, Ni, Co, Zn atmosfere belirli oranlarda salinmaktadir. Diger agir
metal kaynaklar ise; ticari giibreler, komiir atiklari, tarimda kullanilan pestisitler,
endiistriyel atik sulari, hayvansal atiklar, trafik kokenli atiklar ve kanalizasyon
atiklaridir [84]. Bu agir metallerin havada kalma siirelerinin yaklasik 5 giin oldugu

yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [85].

Agir metaller, toksik etkilerine ve canli organizmadaki islevlerine gore
simniflandirilabilir. En zararli olarak bilinen agir metaller, kursun (Pb), kadmiyum
(Cd), civa (Hg)’ nin biyolojik islevleri yoktur ve her derisimde zehirlidirler. Diger
onemli agir metallerden arsenik (As), bizmut (Bi), antimon (In) ve talyum (TI) eser
miktarlarda organizma tarafindan tolere edilebilen ikinci grup elementlerdir. Ugiincii
grup elementlerinden nikel (Ni), ¢inko (Zn), kobalt (Co), vanadyum (V), selenyum
(Se), krom (Cr), nikel (Ni) ve demir (Fe) belirli konsantrasyonlarda canli
organizmalar i¢in son derece gerekli olmasina ragmen yiiksek konsantrasyonlari
belirli diizeylerde toksititeye sahiptir. Bu elementlerde Ni, Cr, Cu ve Se niikleik
asitlerle belirli diizeyde etkilestikleri i¢in kanserojen ozelligine sahip olduklari

saptanmustir [85,86].

Insan ve hayvan organizmasina giren agir metallerin ilk etkiledigi bolge iist
solunum yollaridir. Ayrica akciger, brons, bogaz ve girtlak gibi 6nemli kanser
tiirlerinin olusmasinda direkt ya da indirekt sorumluluklarinin oldugu ortaya
konulmustur. Agir metallerin viicuttan atilma hizida olduk¢a onemlidir. Ciinkii

viicuda giris hiz1 atilma hizindan diisiik ise agir metal birikimi de kagimilmazdir [84-

87].
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Arastirmamizda kullanilan agir metallerin bazi 6zellikleri bolim 1.3.1 ve

1.3.9’ da 6zetlenmistir.

1.3.1 Civa(Hg)

Oda sicakliginda sivi olan tek metal olup, giimiis beyaz rengi ile dikkat
cekmektedir. Civa bazi Ozellikleri nedeniyle birgok endiistri alaninda Onemli
kullanim alan1 bulmustur. Bu nedenle civa bilesikleri onemli g¢evre Kirleticileri

arasidadir.

Civa gerek ticari gerekse tibbi olarak yiizyillardan beri kullanilmaktadir. Tiim
diinyada civa toksifitesi 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Civanin hemen

tiim bilesiklerinin toksik etkiye sahip oldugu diistiniilmektedir.

S6z konusu element Hg™ ve Hg' formunda farkli bilesiklere sahiptir.
Bunlardan HgCl, bilesiklerinin daha toksik oldugu saptanmistir. Genel olarak
organik civa bilesikleride 6zellikle beyin ve karacigerde dnemli hasarlara sebep olur.
En tehlikeli organik civa bilesigi dimetilcivadir. Birkag pl’ sinin bile 6liime neden
oldugu bilinmektedir [88] .

132 Nikel (Ni)

Nikel, ferromanyetik bir 6zelligi sahip parlak ve giimiisiimsii bir elementtir.
Nitrik asitte ¢oziiliirken, seyreltik ve hidroklorik asitte az ¢oziiliir. Bu elementin
korozyon ve 1s1 direncinin yiiksek olmasi nedeniyle alasim {iiretiminde sik sik
kullanildig1 bilinmektedir [89,90]. Bu elementin 6zellikle organik bilesikleri daha
toksiktir. Deriyi tahrig etmesinin yaninda kalp ve damar sistemi i¢inde oldukca
zararli ve kanserojen bir metal olmasinda ragmen, nikel ve tuzlariyla zehirlenmeye

nadir olarak rastlanilmaktadir [90].

Diyetle aliman nikel miktari, hayvan yiyecekleri ve bitkilerin tiikettikleri

miktarlara baglidir. Nikel aliniminin hemen hemen yaris1 basta ekmek olmak tizere
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diger tahil {riinlerinin tiikketilmesi ile gergeklesir. Giinliik nikel alinimmin 150pg’

dan az olmasinin gerektigi tespit edilmistir [91].

1.3.3 Kadmiyum (Cd)

Glimiis beyazi renginde olan kadmiyum, havada hizla kadmiyum okside
doniisiir ve kadmiyum kloriir, kadmiyum nitrat, kadmiyum siilfat gibi inorganik

tuzlar suda belirli diizeyde ¢oziiliir.

Dogada ¢inko ile birlikte bulunan kadmiyum ¢inko rafinasyonunun yan iiriinii
olarak elde edilir. Kadmiyumunun endiistride kullanim alanlarindan bazilari;
metallerin kaplanmasi, baz1 metal alasimlarinin eldesinde, plastiklerde stabilizator
olarak sayilabilir. Bu nedenle kadmiyum iceren materyallerin ¢evreye atilmasi biiytik

bir kadmiyum kirliligine sebep olur [92,93].

Belirli diizeyde kadmiyum iceren havaya maruz kalan kisilerde akciger ve
bobrek hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, bu elementin s6z

konusu organlarda daha fazla birikmesidir [93].

Insan saghg agisindan kadmiyum miktarmmn kursal alanlarda 1-5
ng/m3,kentsel ve endiistriyel bolgelerde ise 10-20 ng/m3 diizeyini asmamasi

gerektigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tavsiye edilmektedir [94].

1.3.4 Magnezyum (Mg)

Magnezyum viicudun tiim 6nemli organlarin isleyisi i¢in gerekli elementtir.
Eksikliginde birgcok metabolik sorunun ortaya c¢iktigr belirlenmistir. Viicut igin
normal magnezyum degerleri 1,7-2,2 mg/dL olmasi gerektigi tavsiye edilmektedir.

Yetigkinlerde alinmasi gereken giinliik magnezyum miktar1 300-400 mg’ dir.

Viicuttaki magnezyum %60’ 1 kalsiyum (Ca) ve fosfat (P) ile birlikte
kemiklerde bulunur, diger %40’ 1 ise kan ve kas sistemindedir. Protein sentezi,

hiicrelerin biiylimesi ve yenilenmesinde énemli rol oynar. Bu element binlerle ifade
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edilen enzimlerin aktivitesi i¢in gereklidir. Ancak belirli diizeyin iizerindeki

magnezyum O6nemli toksik etkilere sahiptir [95].

1.3.5 Kursun (Pb)

Mavimsi gri renkte olan kursun, insan faaliyetlerine bagli olarak onemli
oranda biyosfere yayilir [92]. Antik uygarliklar tarafindan giimiis {iretimi esnasinda
kesfedilen bu metal kullanimi uzun yillardan beri endiistride artarak devam
etmektedir. Bu nedenle gevredeki kursun orani her gecen giin insan saghigmi tehdit

edecek boyutlara gelmektedir [93].

Solunum ve sindirim sistemiyle alinan kursun miktari, ¢evreye bagli olarak
yaklagik 100-500 pg diizeyleri arasindadir. Havadaki tanecik biiytikliigii ve kimyasal
bilesimine bagli olarak %15-70" i solunum yoluyla %10’u ise sindirim yoluyla

viicuda alinir [96].

Kursun absorbe edildigi zaman farkli dokularda farkli diizeylerde birikir.
Ornek olarak; %95’ i mineral dokuda, %52 i ise kan ve yumusa dokuda birikir. Kan
dolasiminda bulunan kursunun %99’ u eritrositlere baglanir ve yarilanma omri
kanda 20-40 iken kemiklerde 10 yil kadardir. Absorbe olmayan kursun feges ile
atilirken absorbe olan kursunun %50-60 kadar1 bobrek ve safra yoluyla viicuttan

uzaklastirilir [97].

1.3.6 Bakir (Cu)

Uzun yillardan beri bilinen ve bir¢ok alanda kullanilan spesifik bir renge
sahip metaldir [98]. Bakir, yiiksek elektrik v 1s1 iletkenligi asinmaya ve korozyona
direnci, ¢ekilebilme ve doviilebilme gibi 6zelliklerinden dolayr endiistride 6nemli rol

oynar [98].

Bitkiler ve hayvanlar lizerindeki bakirin etkisi canlinin tiirtine baghdir. Kiigiik
ve basit yapida olan canlilar i¢in toksik etki gosterirken biiylik canlilarin ise temel

bilesinini olusturur. Genellikle bakir ve bilesikleri olan fungusit, anti bakteriyel

18



madde, biosit ve bdcek zehiri olarak yumusakcalara ve tarim zararlilarina kars

yaygin bir sekilde kullanildigi bilinmektedir [90].

1.3.7 Baryum (Ba)

Baryum dogada serbest olarak bulunmaz. Basta siilfiir ( S), karbon (C) ve
oksijen (O) olmak {iizere bircok elementler ile bilesikler halinde yer alir. Birgok
toprak tiirleri ve deniz suyundan yiiksek miktarda baryum tespit edilmistir. En ¢ok
rastlanilan baryum bilesigi BaSO, ve BaCO; oldugu bilinmektedir. S6z konusu
bilesikler endiistride bir¢ok alanda kullanim alani bulmustur. Bu nedenle ¢evre i¢in
onemli bir sorun oldugu disiiniilmektedir. BaSO,4 bir¢ok radyolojik incelemelerde

kullanilan bir maddedir [99].

1.3.8 Krom (Cr)

Krom, giimiis beyazliginda parlak ve oldukga sert bir maddedir. Bu elementin
gerek havada gerekse suyun altinda oksitlenmemesi endiistride ¢ok genis kullanim
alan1 bulmustur. Ayrica krom bilesiklerinde Cr* ya da Cr** bilesikleri boya pigment
tretiminde ve tekstil sanayinde yaygm bir sekilde kullanilir. Krom belirli
konsantrasyonlarda, karbohidrat, su ve protein metabolizmasi {izerinde onemli
etkilere sahiptir. Kromun canli organizmalardaki davranisi oksidasyon kademesine
baghdir. Ayrica s6z konusu oksidasyon basamagindaki bilesimleride biyolojik
aktivitesine Onemli katkilar saglar. Viicudun giinlik krom ihtiyact 30-200 pg
arasinda degisir. Diger metaller nazaran daha az zararli olmakla birlikte bazi

patolojik sonuglara sebep oldugu bilinmektedir [100].

1.3.9 Cinko (Zn)
Beyazimst ve kirilgan olan ¢inko, yer kabugunda 130 mg/kg civarinda

bulunur. Dogada olduk¢a yaygin bir sekilde bulunan c¢inko volkanik kayalarin

tiimiinde bulunur [93].
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Cinko, basta motorlu tasitlar olmak iizere diger yanma faaliyetleri sonucu
cevreye yayilirlar. Ayrica birgok yol insaat aktiviteleri ile de Onemli c¢inko
olusturmaktadir. Buna ilaveten; komir kazanlarinda olusan emisyonlar ugucu kiilde

belirli boyutta partikiil seklinde bulunur [101].

Cinko insan viicudunda yaklagsik 2-3 gr arasinda degisir ve saglik i¢in oldukca
onemli bir eser elementtir. Viicutta degisik bolgelere yayilmis durumdadir.

Bunlardan kemik, kas, prostat, bobrek ve karaciger yer alir [102].

Cinko karbohidrat, protein, yag ve niikleik asit metabolizmasinda onemli
islevlere sahiptir. Basta karbonik anhidraz (CA) ve bazi proteazlar olmak iizere
bir¢ok enzimin kofaktoriidiir. Bu elementin en 6nemli 6zelligi basta Cd, Hg olmak
lizere bir¢gok agir metalin toksifitesini diiglirdiigii saptanmistir. Bu nedenle bu

element eksikligi birgok fizyolojik soruna sebep oldugu bilinmektedir [93].

1.3.10 Demir (Fe)

Toprakta bol miktarda bulunan demir, siklikla tasit emisyonlarinda bulunur.
Demir bir¢cok endiistri dalinda siklikla kullanildigi i¢in ¢evre kirliligini tehtid eden

onemli elementlerden birisidir [102].

Demir canli organizmalarda basta hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar
olmak iizere birgok molekiiliin fonksiyonu icin gerekli bir elementtir. Bu elementin
emilimi ince bagirsaklarin iist kisminda spesifik bir tasima sistemiyle gerceklesir.
Trans ferritin aracilig ile ilgili dokulara tasinir. Reseptor aracili endositoz islemi ile
hiicrelere alinan demir ilgili yerlerde kullanilir. Demirin fazlasi ferritin proteini ile

basta karaciger olmak iizere ¢esitli dokularda depolanir [103].

Gereginden fazla demir alinimi tiim dokularda 6nemli harslara sebep olur.
Demirin saglik agisindan toksifite sinir degerlerinin 4-6 mg/m3 oldugu tespit
edilmistir [102]. Demirin atilmasi ise baslica bagirsaklarda ve az miktarda da bobrek

yoluyla gergeklesir [103].
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1.4  Agir Metallerin GST Uzerindeki Etkisi

Agir metallerin GST iizerindeki etkisi konusunda birgok g¢alisma vardir.
Ornek olarak; Mn, Cd iyonlarmin GST iizerinde etkileri incelenmis ve séz konusu

iyonlarin aktiviteyi belirli 6l¢tide arttirdig1 saptanmustir [9].

Bir baska calismada ise, bazi metal iyonlarinin insan eritrosit GST’ ler
tizerindeki etkileri saptanmistir. S6z konusu ¢alismada GST {izerinde énemli bir etki
olusturmadiklar1 saptanmistir [10]. Bu konuda dikkat ¢eken bir diger ¢alisma ise Pb,
Cd ve Al metal iyonlarinin eritrosit GST tiizerinde belirli dl¢iide inhibisyon etkisi
gosterdigi saptanmistir [11]. Ayni1 konuda Cd, Hg ve Ni’ in insan GST enzimini
inhibe ettigini gosteren bir baska c¢aligmada mevcuttur[12]. Son yillarda agir
metallerin GST iizerindeki etkisinin incelendigi bir baska ¢alisma ise Aksoy ve ark.
yaptig1 calismadir. Bu ¢alismada saflagtirilan enzim iizerinde Ag, Cu, Cd, Fe, Pb, Cr,
Co ve Zn metal iyonlarmin etkileri saptanmigtir. Cd, Co ve Fe hari¢ tiim metal

iyonlarinin belirli 6l¢iide inhibisyona sebep oldugu tespit edilmistir [13].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Arastirmada Kullanilan Bilesikler

Bu c¢alisma i¢in kullanilan, indirgenmis glutatyon (GSH), 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB), sodyum hidroksit, sodyum kloriir, sodyum siilfat, hidroklorik
asit, tris HCI, siilfiirik asit, siyanojen bromiir, amonyum siilfat, sodyum karbonat,
etilalkol, sodyum bi karbonat, sodyum dodesil siilfat, 3-merkaptoetanol, gliserol,
glisin, Bromofenol mavisi, akrilamid, N,N[J- metilenbisakrilamid ve Coomassie
brilliant blue G-250 gibi kimyasallar Merck veya Sigma Chemical’dan temin

edilmistir.

Arastirmada GST enziminin saflagtirllmasi ve bazi metal iyonlarinin
etkilerinin incelenmesi i¢in kullanilan Broyler karacigeri yerel bir besi ¢iftliginden

temin edilmistir.
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2.1.2 Arastirmada Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Tablo 2.1: Arastirmada kullanilan cihazlar ve aletler.

Hassas Terazi Libror, AEG- 220 (Shimadzu)

Manyetik Karistirici ARE Magnetic, Heating Stirrer IKA Combimag RCO
U.V Spektrofotometresi Biotek Power Wave XS

pH Metre Orion- Model 920A

Otomatik Pipetler Eppendorf, Medisis

Derin Dondurucu Beko Buzdolabi

Sogutmal1 Santrifii Sigma Laborzentrifiigen 3K 15/ 10706/ 10707
Elektroforez Sistemi BIORAD

Kromatografi Kolunu Sigma (1,5x10 cm)

Vorteks Fisions Whirli Mixer

Gradient Mikser Atta Magnetik karistirict ve Gradient Tiip
Homojenize Edici Feliks Blender

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanisi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0,1 M NaHCO3; Tamponu (pH 10.0): 4,2005 g (0.05 mol) NaHCO3450 mL
distile su icerisinde ¢oziilerek, IM NaOH ile pH 10.00” a getirildi ve son hacim 500

mL’ ye tamamland1

0.2 M NaHCO3; Tamponu (pH 8.8): 16,802 g (0.2 mol) NaHCO3; 950 mL
distile su igerisinde ¢oziilerek, 1 M NaOH ile pH 8.8” e getirdi ve son hacim 1 L’ ye

tamamlandi.

0.01 M Na;HPO, Tamponu (pH 6.0): 0,8899 g(0.005 mol) Na,HPO,4.2H,0
450 mL distile suda ¢6ziilerek, 1 M HCl ile pH 6.0’ a getirildi ve son hacim 500 mL’

ye tamamlandi.
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Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullanilan tampon: 1 M (NH,),SO,
iceren 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2 g (0.1 mol) Na;HPO,4ve 132,14 g (1
mol) (NH4),SO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek 1 M HCl ile pH 8.0” e getirildi ve son

hacim 1 L’ ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis bGST enziminin eliisyonu icin kullanilan
tampon: 0,1 MNa;HPO, tamponu (pH 8.0); 28,4 g (0.2 mol) Na;HPO,4 1950 mL
distile su igerisinde ¢oziilerek 1 M HCIl ile pH 8’ e getirildi ve son hacim 2 L * ye

tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi sonucu olusan cokelegin alindig1 tampon:
0,1 Fosfat tamponu (pH 6,5); 8,709 g (0.05 mol) K,HPO, 450 mL distile su

igerisinde ¢oziildii ve pH 6.5 e getirildi ve son hacim 500 mL’ ye tamamlandi.

Kantitatif protein tayini icin kullamlan ¢ozelti: Coomassie brilliant blue
¢ozeltisi; 10 mg Coomassie brilliant blue G-250 reaktifi 25 mL %95’ lik etanol
igerisinde ¢oziildii. Cozeltiye 50 mL %95’ lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin

son hacmi distile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

bGST enziminin aktivite 6lciimiinde kullanilan c¢ozeltiler:

0,1 M Fosfat tamponu ( pH 6.5); 17,418 g (0.1 mol) K2HPO4 950 mL distile

su igerisinde ¢oziilerek pH 6.5 e getirildi ve son hacim 1 L’ ye tamamlandi.

0,2 M L-Glutatyon Hazirlanist; 0,6146 g (0.002 mol) L-glutatyon 9 mL distile

suda iyice ¢oziindiikten sonra son hacmi distile su ile 10 mL’ ye tamamlandi.

0,1 M CDNB’ nin Hazirlanist; 1,01 g (0,005 mol) 1-kloro 2,4 dinitrobenzen
(CDNB) alinarak bir miktar etanol igerisinde hafif 1siyla beraber ¢oziiniir. Toplam

hacim etanol ile 50 mL’ ye tamamlanur.
Aktivite 6l¢timiinde saf etanol kullanildi.

Karaciger dokusundan homojenat hazirlamak i¢in kullamlan cézelti: 50
mM Tris-HCI Tamponu (pH 7,5); 0,6057 g Tris 950 mL distile suda ¢6ziilerek pH

7,5 e getirildi ve son hacim 1 L’ ye tamamlanda.
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Inhibitor ¢ozeltileri: Inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan agir metaller 0.1

M olacak sekilde hazirlandi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

Gliserol 2,0 mL
%10’ luk SDS 4,0 mL
Bromofenol mavisi 0,01 mL
-merkaptoetanol 1,0 mL
Distile su 059
0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Tris-Baz 309
Glisin 144 g
SDS 10g

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigilma jellerinin
hazirlamisi: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanist ve

kullanim miktarlar1 tablo 1.1” de verilmistir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi: 0,33 g
Coomassie brilliant blue G-250, 60 mL metanol de ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye 12 mL saf

asetik asit ve 60 mL saf su ilave edildi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi: %7,5 asetik
asit, %5 metanol ve %87,5 saf su icermektedir. Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50

mL metanol, 875 mL saf su ile karigtirildi.
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Tablo 2.2: SDS-PAGE!' de kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma

jeli

Yigma

jeli

% 10

% 3

Akril amid/Bis(% 30)
Akril amid 159
Bis 0449

Son hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlanur.

3,33 mL

0,52 mL

Distile su

4 mL

2,44 mL

1,5M Tris-HCI (pH 8.8)
11,82 g Tris-HCI alinarak 45 mL saf suda ¢0ziiliir ve

¢ozeltinin pH 8.8 ‘¢ NaOH ile getirildi ve hacmi 50 mL

tamamlanda.

2,5mL

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8)
3,94 g Tris-HCI alinarak 45 mL distile suda ¢06ziiliir ve

¢ozeltinin pH 6.8’e getirilerek hacmi 50 mL tamamland.

1Ml

%10’luk SDS
1 g SDS az miktarda saf sui le ¢oziilerek son hacim 10 mL

getirildi.

0,1 mL

40pL

TEMED

SuL

4 uL

%10°luk amonyum persiilfat

1 g Amonyum persiilfat alinarak son hacim 10 mL olacak

sekilde distile suda ¢oziildii.

150 uLL

80 uL
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2.2 Y ontemler
2.2.1 bGST Enziminin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Homojenizatin Hazirlanisi

Enzim kaynagi olarak yerel besi ciftliginden alinan Broyler karacigeri
kullanild1. GST, saflagtirilmadan 6nce homojenize edildi. Bu amacla karaciger kiigiik
pargalara ayrildi ve daha sonra sivi azot ile hiicre zarlar1 par¢alandi. 50 mM Tris-HCI
tamponu eklenerek blender yardimiyla homojenize edildi. Homojenat tiilbent ile
stiziildiikten sonra, siiziintii 12.158 xg + 4° C* de 1 saat santrifiij edildi ve ¢okelti

atildi. Boylece homojenat elde edilmis oldu.

2.2.1.2 Amonyum Siilfat Coktiiriilmesi

Arastirmamizda hidrofobik etkilesim kromatografisinden (HEK) 6nce enzim
iceren homojenizat tuz ile ¢oktiirme islemine maruz birakilmistir. Bu amagla %20-80
arast amonyum siilfat kullanilmistir. {lgili tuz konsantrasyonlar1 asagidaki formiile

gore hesaplanmustir.

1.77XVX(SQ— Sl)
T =
®owmyso, 3.54-S;

V: Homojenizat hacmi

S1: Amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri)

S2. Amonyum siilfat doygunlugu (2’in kesri)
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2.2.1.3 Sentezlenen HEK Kolonu ile bGST Enziminin Saflastirilmasi

Bu ¢aligmada arastirma grubumuz tarafindan daha 6nce sentezlenen HEK jeli,
ayni metoda gore tarafimizdan sentezlenmistir [104]. S6z konusu jel 1,5-10 cm
boyutundaki kolona uygun bir sekilde paketlendi. 1 M (NHy4),SOy4 iceren 0,1 M
Na,HPO, (pH 8.0) tamponu ile dengelendi. %80 amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiis
enzim c¢ozeltisi herhangi bir islem yapilmadan direkt kolona tatbik edilmistir.
Dengeleme tamponu ile yikama islemi gergeklestirildi. Ellisyon islemi, gradient
mikser cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Eliisyon tamponu, 1 M (NH,4),SO;, igeren
0,1 M NayHPO, (pH 8.0) igeren ¢ozelti ve tuz igermeyen 0,1 M Na,HPO, (pH 8.0)
gradienti seklinde kullanildi. Eluatlar 2 mL’ lik fraksiyonlar halinde toplandi.
Eliisyon islemi tamamlandiktan sonra her bir fraksiyonda kalitatif protein tayini (280
nm) ve aktivite tayini ( Bolim 2.2.5 de gosterildigi gibi) yapildi. Son olarak belirli

diizeyde aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi.

2.2.2 bGST Enziminin Saflastirllmasi Kullamilan Hidrofobik Jelin

Sentezi

2.2.2.1 Sepharose 4B’ nin Aktivasyonu

20 mL Sepharose 4B, saf su ile yikanarak dekantasyon islemi gerceklestirildi.
20 mL destile su katilarak 8 g CNBr ilave edildi. Karistmin pH’ 1 11 olacak sekilde
konsantre NaOH kullanilarak ayarlandi. Aktivasyon islemi pH sabit oluncaya kadar
devam edilirdi. Daha sonra siiziilen jel siispansiyonu once saf su daha sonra 1M

NaCOs ( pH 10.00) ile yikama iglemi gergeklesti.

OH OCN
o ()
HO NCO

Sepharose-4B Aktiflesmis matriks
Sekil 2.1 : Sepharose 4B’ nin aktivasyonu.
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2.2.2.2 Uzant1 Kolu Olarak L-Tirozinin Baglanmasi

Aktiflestirilmis matriks ile 40 mL 0,030 g tirozin (0,1 M NaCO3 tamponu
icinde ¢oziinmiis, pH 10.00) 90 dakika karistirildi. Daha sonra 1 gece bekletildi.
Bekletme silirecinden sonra siispansiyon bol su ile yikandi. Yikama suyu 280 nm’ de
absorbans vermeyinceye kadar yikama islemine devam edildi. Bu siirecte matrikse
baglanmayan L-tirozin uzaklagtirilmis oldu. Yikama islemi 0,2 M NaHCO3 tamponu
ile tekrarlandi. Uzant1 kolu baglanmis matriks 0,2 M NaHCOj3 pH 8.0 olan tampon

icerine alindi.

COOH

| H;
HZN—T—C OH "
i o—|(|:
OCN L-tirozin | COOH
| H,
> \CO HN—C—C OH
NCO |
H
Aktiflesmis matriks Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 2.2: L-tirozinin baglanmasi.

2.2.2.3 Ligand Olarak Kullamlan 1-Naftilamin Kenetlenmesi

5 mg 1- Naftilamin yaklagik 0°C civarinda 20 mL 1 mL HCI igerisinde
¢oziildii. Kisa siirede (10 dakika) diazolanmis ligand jel siispansiyonuna katildi. Bu
sirada pH 9.52’ de sabit tutularak 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 6nce
saf su ile ardindan 0,01 M NayHPO, (pH 6.0) tamponu ile yikanarak jel sentezi

tamamlandi.
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=

COOH

|
N_C_C @

Sepharose-4B-L-Tirozin

Diazolanmis 1-naftilamin

Sepharose-4B-L-Tirozin-1-naftilamin

Sekil 2.3: 1-Naftilamin kenetlenmesi.

2.2.3 bGST Enziminin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi ile Safhigimin Kontrolii

Arastirmamizda %3 ve %10 akrilamid konsantrasyonlarinda kesikli olarak
gerceklesmistir. Elektroforez islemi, sabitlenen elektroforezin dokme aparatina Tablo
1’ de belirtilen ¢ozeltiler sirasiyla pipetlendi. Bu islem esnasinda Elektroforez igin
son derece onemli olan hava kabarciklarinin bulunmamasina azami dikkat edildi.
Hazirlanan ayirma jelinin polimerizasyonu i¢in 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra yigma jeli dokiilerek tarak dikkatlice yerlestirildi. Polimerlesme islemi

tamamlandiktan sonra ¢ikarilan tarak sonucu olusan boliimler numune tatbik edildi.

Elektroforez isleminde numunelerin hazirlanmasi i¢in arastirma grubumuz

tarafindan belirtildigi sekilde ger¢eklestirildi [106].
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2.2.4 Protein Tayini

Arastirmamizda numunelerdeki protein tayini iki farkli metot kullanilarak
yapilmistir. Bu metotlardan 280 nm’ de gergeklestirilen kalitatif protein tayini
saflagtirma sirasinda her bir fraksiyon ic¢in yapilmistir. Bu teknigin esasi protein
yapisinda bulunan aromatik rezidiilerinin (tirozin — triptofan ve fenilalenin) 280 nm’

deki absorbsiyonuna dayanur.

Saflagtirma verimi ve derecesi hesaplamakta kullanilan protein miktari
Bradford yontemine gore hesaplanmistir. Bu yontemin esas1 Coomassie brilliant blue

G- 250’ nin proteinle yaptig1 kompleksin 595 nm’ deki absorbsiyonuna dayanir.

Bu amagla, standart serum albiimin ¢ozeltileri farkli miktarlarda (0— 100 pL)
10 mL’ lik tiiplere alindi. Tiiplerin hacimleri saf su ile 100 pL’ ye tamamlandi.
Tiplere 5 mL renk reaktifi eklenerek 10 dakika vorteks ile karistirildi. Her bir tiip
oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm’ de absorbans 6l¢iimleri
gerceklestirildi. Protein konsantrasyonu OD595 degerleri kullanilarak standart grafik
hazirlandi. Ayni islem homojenizat ve saf enzim kullanilarak ODS595 degerleri

saptandi. Hazirlanan standart grafigin denkleminden protein tayini belirlenmistir.
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2.2.5 bGST Enziminin Aktivite Olciimii

bGST enzim aktivitesi Habig ve ark. yontemine gore gergeklestirilmistir
[107]. Bu yontem CDNB ve GSH konjugasyonu sonucu olusan 2,4-dinitrofenil

glutatyonunun 340 nm’ deki absorbsiyon Ol¢iimiine dayanir.

Cl sSG
SG Cl
&
NO, S NO, NO,
GST
-
(-\\ N

GSH Cr

NO, NO, NO,

Sekil 2.4: GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan mekanizmasi.

bGST aktivitesinde kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar1 Tablo 2.3 de
verilmistir. Ol¢iim prosediirii genel olarak asagidaki sekilde gercekleslestirilmistir.
Fosfat tamponu (pH 6.5), GSH 20 mM ve CDNB 25 mM ve 5 uL saf alkol eklenerek
hazirlanan reaksiyon karigimina 50 pL saflagtiriimig bGST’ nin katilmasiyla 340 nm’

deki absorbans degisikligi kaydedilmistir.

Tablo 2.3: GST aktivite 6l¢iim prosediirii.

Kiivet icerigi Numune
0,1 M Fosfat Tamponu 900 uL
25mM CDNB 15 uL
Saf etil alkol 5uL
20mM L-Glutatyon 30 uL
Enzim Numunesi 50 uL
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2.2.6  bGST Enzimi ile Tlgili Kinetik Calismalar

L-glutatyon (GSH) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substratlar
kullanilarak Ky ve Vimax degerleri saptandi. Ayrica bazi metal iyonlari ig¢in, ICsg

degerleri de hesaplandi.

2.2.6.1 KpVe Vinax Degerlerinin Hesaplanmasi

bGST enziminin CDNB ve GSH substratlarinin Ky ve Vpax degerlerinin
tespit edilmesi amaciyla sabit GSH konsantrasyonunda CDNB’ nin 5 farkh
konsantrasyonlariyla aktivite Olglimi yapildi (Tablo2.4). Elde edilen degerlerle
Linewear — Burk grafigi ¢izilerek CDNB i¢in Ky Ve Vmax degerleri bulundu. Benzer
sekilde sabit CDNB konsantrasyonunda GSH’ 1 5 farkli konsantrasyonlariyla
aktivite olgtimii yapilarak (Tablo.2.5) Linewear — Burk grafik ¢izildi ve GSH igin Ky

Ve Vmax degerleri bulundu.

Tablo 2.4 : Degisken GSH substrati i¢in Ky Ve V.« degerlerinin belirlenmesi.

0,1 M Fosfat
0,1 M CDNB Etanol 0,2 M GSH Enzim
Tamponu
(nL) (nL) (uL) (nL)
(nL)
865 15
867 13
870 15 5 10 100
873 7
875 5
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Tablo 2.5 : Degisken CDNB substrati i¢in Ky Ve Vnax degerlerinin belirlenmesi.

0,1 M Fosfat
0,1 M CDNB Etanol 0,2 M GSH Enzim
Tamponu
(nL) (nL) (nL) (nL)
(uL)

840 15
842 13
845 10 5 40 100
848 7
850 5

2.2.7 Baz Agir Metal iyonlarinin bGST Enzimi Aktivitesi Uzerindeki

Etkilerinin Incelenmesi

Ba'?, Ca™, Cd*? Cr*®, cu™, Cu™ Fe*? Hg' Mn* Ni*? Pb* ve Zn*? agir
metal iyonlarinin etkilerini belirlemek amaciyla en az 5 farkli konsantrasyonda her
bir metal ilave edildi. Enzim aktiviteleri Tablo 2.6’ da belirtildigi sekilde Sl¢iildii.
Metal iyonu katilmadan Olgiilen enzim aktivitesi kontrol olarak kullanildi. ICsg

degerleri %aktivite metal iyonu konsantrasyonlar1 grafiklerinden hesaplandi.
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Tablo2.6 : bGST enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlarinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari.

0,1 M Fosfat 0,1M 02M Metal Iyonunun .
Etanol ) Enzim
Tamponu CDNB GSH Hacmi
(uL) (uL)
(uL) (nL) (uL) (uL)
850 -
845 5
840 10
835 15
830 15 5 30 20 100
825 25
820 30
815 35
810 40

35



3. BULGULAR

3.1  Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullanilan Standart Grafik

HEK kolonuna tatbik edilen ham ckstrakt ve saflastirilan enzim
cozeltilerindeki protein tayini Bradford yontemiyle belirlenmistir. Standart grafik
boliim 2.2.4° de belirtildigi gibi hazirlandi. Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi ve HEK
sonucu elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart

grafikten saptandi. S6z konusu standart grafik sekil 3.1’ de verilmistir.

0,6 -

0,5 A y=0,0061x - 0,0574
R?=0,9963

0,4 -

0,2 -

Absrobans (595 nm)

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

ug protein

Sekil 3.1: Bradford yonteminde kullanilan grafik.
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3.2  Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile bGST Enziminin

Saflagtirilmasi

Dengelenen HEK kolonuna homojenat yiiklendi. Kolon boliim 2.2.1.3” de
aciklandigr gibi uygun tamponla yikandi ve bGST enzimi gradientli eliisyon
yapilarak, eluatlar 2 ml’ lik tiipler halinde toplandi. Eliie edilen her bir eluatin 280
nm’de kalitatif protein tayini ve 340 nm’ de aktivitelerine bakild:. Ilgili saflastirma

grafigi sekil 3.2°de verilmistir.

3 - - 0,14
== aktivite
25 ) - 0,12
’ === protein
(%2}
e - 0,1 §
2 008 5
5 B ’ [72]
ERER 2
2 - 0,06 g
X~ 1 4 £
< - 004 3
0,5 - - 0,02
0 T T T T T T T T T T T 0
7 9 11 13 15 17 19 20 21 25 26 30
Tiip No

Sekil 3.2 : HEK kolonunda bGST enziminin eliisyon grafigi.
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Tablo3.1: bGST enziminin saflagtirma degerleri.

Saflastirma Hacim Aktivite Toplam :lri(l)(ttj: Toplam Spesifik Saflastirma
Basamagi (mL) (umoL/mLdk) Aktivite Protein (mg) | Aktivite(U/mgprotein) Derecesi
(mg/mL)
Amonyum
siilfat 3 5,28 15,84 926,3 27789 5,70x107 -
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 2 1,24 2,48 75,5 151 0,016 2,8

Kromatografisi
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3.3  bGST Enziminin SDS-PAGE ile Safiginin Kontrolii

bGST enziminin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS—PAGE yontemi kullanildi.
Bu amagla 2.2.3 de belirtildigi gibi elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri
sirastyla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf sekil
3.3’ de gosterilmistir.

I 0 000000 (I

Sekil 3.3: HEK ile saflagtirilan bGST enziminin SDS- poliakrilamid jel elektroforezi.
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3.4 CDNB ve GSH Substratlan1 icin Ky ve Viyax Degerlerinin

Belirlenmesi

bGST enziminin GSH ve CDNB substratlarinin Ky Ve Ve degerlerini
belirlemek i¢in boliim 2.2.6.1° de belirtildigi gibi sabit GSH konsantrasyonunda
CDNB’ nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite Ol¢iimii yapildi. Elde edilen
degerlerle (Sekil 3.4) 1/V ve 1/[S]’ e kars1 Lineweaver grafigi ¢izilerek CDNB i¢in
Kwm Ve Vmax degerleri saptandi. Enzimin bir diger substrati olan GSH i¢in benzer
sekilde (Sekil 3.5) Ky ve Vnyax degerleri hesaplandi. Bu calismalar sonucunda
CDNB igin Ky degeri 8,77 mM ve Vmax degeri 7,14 EU/ mL; GSH icin ise Ky degeri
0,97 MM ve Vpax 1,36 EU/mL olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglar tablo 3.2 ve
3.3’ de gosterildi.

40



Tablo 3.2: bGST enziminin CDNB substrat1 i¢in Ky Ve Vi degerlerinin belirlenmesinde kullanilan
1/V- 1/[S] degerleri.

Degisken CDNB

AA Aktivite
Konsantrasyonu 1/[S] (340nm) (umoL/ml/min) 1wV
(mM)
1,5 0,6 0,143 1,487 0,672
1,3 0,7 0,117 1,216 0,822
1 1 0,088 0,915 1,092
0,7 1,4 0,063 0,655 1,526
0,5 2 0,041 0,426 2,347
2
—
r " T T T T 1
-0,5 j) 0,5 1 1,5 2 2,5
-0,5
1[S]

Sekil 3.4: CDNB igin Ky Ve Vo degerlerinin belirlenmesi igin kullanilan grafik.
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Tablo 3.3: bGST enziminin GSH substrati i¢in Ky Ve V. degerlerinin belirlenmesinde kullanilan
1/V- 1/[S] degerleri.

Degisken GSH
Konsantrasyonu 1/[S] AA  (340nm)  Aktivite (umoL/ml/min) 1w
(mM)
3 0,33 0,120 1,248 0,801
2,6 0,38 0,104 1,082 0,924
2 0,5 0,089 0,925 1,081
1,4 0,7 0,077 0,801 1,248
1 1 0,066 0,686 1,457

1w

1,5

0
1/[8]

Sekil 3.5: GSH i¢in Ky, Ve V4« degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik.
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3.1 bGST Enzimi Uzerinde Baz Metal Iyonlarmin Etkilerinin

Belirlenmesi

bGST iizerinde calisilan agir metallerin etkilerinin belirlenmesi i¢in boliim
2.2.7° de de anlatildig1 gibi en az 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda aktiviteleri
olgiildii. % Aktivite- [I] degerleri (Tablo 3.4— Tablo 3.14) ile grafikler ¢izildi. ( Sekil
3.6 —3.16) . Bu grafiklerden 1Csy degerleri hesaplandi ( Tablo 3.15).
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Tablo 3.4: Hg+2’ nin bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlar1.
Metal . .
Cozeltisinin Kiivetteki Metal AA Aktivite L
. Konsantrasyonu . % Aktivite
Hacmi (340nm) (umol/mL/min)
[1] (mM)
((1L))
- - 0,132 1,37 100
5 0,5 0,098 1,01 74
10 1 0,075 0,78 57
15 1,5 0,059 0,61 45
20 2 0,049 0,50 37
25 2,5 0,042 0,43 32
120 -~
100
80 -
b
'S 60 -
kv
< 40
20 A
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Hg*?] mM

Sekil 3.6: Hg*? iyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.5: Cd*® un bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullamilan ¢ozeltiler ve

miktarlari.
Metal . .
Cézeltisinin Kiivetteki Metal AA Aktivite .
. Konsantrasyonu . % Aktivite
Hacmi (340nm) (umol/mL/min)
(1] (mM)
(ub)
- - 0,155 1,612 100
5 0,5 0,061 0,634 39
10 1 0,051 0,530 33
15 15 0,048 0,499 31
20 2 0,046 0,478 30
25 25 0,031 0,322 20
120 -
100 ¢
3
=
kv
<
S
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Cd*]

Sekil 3.7: Cd*? iyonunun %Aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.6: Cu™ in bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullamlan ¢ozeltiler ve

miktarlar1.

VR VYo"
(ul) [1](mM) (340nm) (umoL/mL/min)  Aktivite
- - 0,155 1,61 100
5 0,5 0,1 1,04 65
10 1 0,071 0,73 45
15 1,5 0,052 0,54 34
20 2 0,036 0,37 23
25 2,5 0,033 0,34 21
120

100

80

3

S60

kv

<

£ 40

20

O T T T T T 1

0,5

Ycu ) mm?

Sekil 3.8: Cu* iyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.7: Cr'® un. bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlari.
Metal . :
Cézeltisinin Kiivetteki Metal AA Aktivite y
. Konsantrasyonu . % Aktivite
Hacmi (340nm) (umol/mL/min)
(1] (mM)
(uh)
- - 0,155 1,612 100
10 1 0,138 1,435 89
15 1,5 0,134 1,393 86
20 2 0,128 1,331 83
25 2,5 0,126 1,310 81
120 ~
100 0\’\‘\‘\’
o 80 -
=
£ 60 -
<
X
40 -
20 -
O T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Cr3] mM

Sekil 3.9: Cr*® iyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.8: Zn** nun bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullamlan ¢ézeltiler ve

miktarlar1.
Metal .. .
Cézeltisinin Ié(‘)‘rv]se;;et';‘azqgﬁl} AA Aktivite %
Hacmi Y (340nm) (nmoL/mL/min) Aktivite
o [1] (mM)
(uL))
- - 0,137 1,42 100
5 0,5 0,116 1,20 85
15 1,5 0,112 1,16 82
20 2 0,102 1,06 75
25 2,5 0,097 1,00 70
30 3 0,092 0,95 67
110
100 l
90 - 3
()
S 80 - ¢
< 70 -
O\O 60 -
50 -
40 -
30 T T T T T 1
0 0,5 1,5 2 2,5 3 3,5
[Zn*2 ] mM

Sekil 3.10: Zn*? iyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.9: Cu'® m. bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlari.
Metal " .
Cizeltisinin Iég;g;tnet';‘als“gﬁd AA Aktivite %
Hacmi Y (340nm) (umoL/mL/min) Aktivite
; [1] (mM)
(ub
- - 0,137 1,424 100
5 0,5 0,130 1,352 95
10 1 0,095 0,988 69
15 1,5 0,065 0,676 47
20 2 0,040 0,416 29
25 2,5 0,014 0,145 10
120 -
100
9 .
» 80 -
>
£ 60 -
<
X
40 -
20 -
0 T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Cu2] mM

Sekil 3.11: Cu*? iyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.10: Ba™ un bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan cozeltiler ve

miktarlari.
Metal .. .
Cozeltisinin Ié;‘rvlse;ft'fals“g‘na; AA Aktivite %
Hacmi y (340nm)  (umolml/min)  Aktivite
[1] (mM)
(1))
- - 0,155 1,612 100
20 2 0,198 2,059 128
25 2,5 0,197 2,048 127
30 3 0,187 1,944 120
35 3,5 0,161 1,674 103
40 4 0,153 1,591 99
140 -
120 -
100 *
£ 80
>
< 60 -
S
40 -
20 -
0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
[Bat?] mM

Sekil 3.12: Ba*’iyonunun %Aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.11: Ni**in bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlari.
Metal Cozeltisinin Kiivetteki Metal .
Hacmi Konsantrasyonu @3 4A0¢1‘m) ( moAIT/trlr\llllJt/emin) % Aktivite
(D) [1] (mM) .
- - 0,155 1,612 100
10 1 0,143 1,487 92
15 1,5 0,138 1,435 89
20 2 0,135 1,404 87
110
100
90 -
3
=
T 80 -
<
N
70 -
60 -
50 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[ Ni*2] mM

Sekil 3.13: Ni*?iyonunun%Acktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.12: Mn*® min bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlar1.
e e
Hacmi (ul) [1] (mM) (340nm) (umoL/ml/min) Aktivite
- - 0,155 1,612 100
5 0,5 0,144 1,4976 93
1 1 0,152 1,580 98
2 2 0,174 1,809 112

120 -

100 0\’_/‘/‘

% Aktivite
S D 0]
o o o

N
o
1

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

[ Mn*2] mM

Sekil 3.14: Mn*Ziyonunun %Aktivite-[1] grafigi.
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Tablo 3.13: Pb*® nun. bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullamlan ¢ozeltiler ve

miktarlar1.
e e e
340nm molL/mL/min) Aktivite

(u) [1] (mM) (340nm) — {u :

- - 0,155 1,612 100

5 0,5 0,123 1,279 80

1 1 0,136 1,414 88
1,5 2 0,145 1,508 94

120 _

100
.\_/‘//’
80

60 |

40

% Aktivite

20 |

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

[Pb+2] mM

Sekil 3.15: Pb*%iyonunun %Aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.14: Fe'® nin bGST enzimi iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullamlan ¢zeltiler ve

miktarlar1.
Metal::czrilitlsmm ::g:(:;tnil:;xz;al: (34?)ﬁm) (p.mﬁll.(/t xll.t/e min) Akt?:lite

() [1] (mM™)

- - 0,13 1,424 100

5 0,5 0,16 1,705 120
10 1 0,16 1,726 121
15 1,5 0,19 1,976 139
20 2 0,207 2,152 151

O T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

[Fet2] mM

Sekil 3.16: Fe*?iyonunun %Aktivite-[I] grafigi.

54



Tablo 3.15: bGST enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlarina ait degerler.

Metal iyon IC@ 1Cqg
cd™ 0,64 mM
cu* 0,84 mM
Cu* 1,53 mM
cr? 0,10 mM
Hg" 1,2 Mm
Zn*? 1,5 Mm

*2> hin bGST iizerinde énemli

Etkisi incelenen metal iyonlarindan Ba*? ve Ni
bir etki gostermedigi tarafimizca saptanmistir. Ca*?, Fe*?, Pb*? ve Mn*? iyonlarinin

ise enzim {izerinde aktivasyon etkisi gosterdigi saptanmuistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada ilk defa Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli
kullanilarak direkt karacigerden GST enzimi saflagtirilmistir. Saflastirilan enzim
iizerinde Ba*?, Ca*?, Cd™, Cr™ cu*, cu*® Fe* Hg' Mn* Ni*? Pb** ve zn*?
metal iyonlarinin etkisi incelenmistir. Aragtirmamizda enzim kaynagi olarak Broyler
karacigeri kullanilmistir. Uretiminin kolay ve hizli olmasinin yaninda maliyetininde
diisiik olmasi, hayvansal protein a¢iginin kapatilmasinda Broyler iiretimi dnemli bir
sektor haline gelmistir. Ancak daha fazla tiretim yapma kaygisi ile kullanilan ilaglar
ve ¢evre kirleticilerin yemlerde bulunma olasilig1 ve kullanilan dezenfektanlar gibi
faktorlerin  etkisi ile s6z konusu hayvanlar siirekli ksenobiyotiklere maruz
kalmaktadir[4,5].

Bu nedenle arastirmamizda GST’ nin agir metallere karsi afinitesi
arastiritlmistir. GST, giris boliimiinde de belirtildigi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyona
sahiptir. Bunlardan en Onemlisi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda Faz Il
asamasinda Onemli rol oynar [40,41]Buna ilaveten GSH-bagimli peroksidaz
aktivitesi ile bircok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde antioksidan olarak
fonksiyonu vardir [42]. Ayrica farkli doymamis hidrokarbonlarin izomerlesmesinde
de gorev alir [43,44] Bu enzimlerin, non-katalitik aktiviteleri ile karsinojenik
maddeleride dahil birgok hidrofobik ligandi baglayarak onlarin transportunda temel
islevleri vardir [45,46].

GST’ lerin detoksifikasyon aktivitesi yaninda, canli organizmalarda
metabolize edilemeyen lipofilik cogu bilesigi baglamalari ve bunlarin hiicre
igerisindeki mobilitelerini artirmalar1  kinetik O6neme sahiptir [65]. Sican
karacigerinde karsinojenleri, bilirubini ve diger azotlu bilesikleri baglayan bir protein
tanimlanmuistir [65]. S6z konusu proteinin GST-1 izoenzimi oldugu saptanmistir [65].
Ayrica bilirubin gibi ¢ogu pigment polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kolik asitler
ve proteinler tarafindan baglanarak tasindigi bilinmektedir [65]. Buna ilaveten GST’
lerin sitoplazmada yiiksek miktarda bulunmasi tipki albiiminin kan dolasiminda
tistlendigi rolii hiicre igerisinde s6z konusu enzimin yerine getirdigi diisiincesi ortaya

konulmustur [90]. Yapilan bir c¢alismada “hem” bilesiginin sentezinin son
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asamasinda i¢ mitokondri zarindan disariya hareketini GST’ ler tarafindan
kolaylastirdigt bulunmustur. GST’ lerin ayn1 zamanda bazi steroit hormonlarin1 da
bagladig1 tespit edilmistir. Ancak bu olaymn fizyolojik sonuglari tam olarak

anlasilamamustir [71].

Bu ksenobiyotiklerin biiyiikk bir kism1 Faz 1 ve Faz II evreleriyle disariya
atilmaktadir. GST ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda anahtar role sahip bir
Faz II enzimidir. GST etkisi ile s6z konusu ksenobiyotiklere, glutatyon transfer
edilerek, molekiiliin toksisitesi diistiigii gibi organizmadan atilmasi da kolay hale
gelir [38-39]. Bu nedenle Broyler karacigerinde GST aktivitesi olduk¢a 6nemlidir.
Literatiirde GST aktivitesi lizerine basta karaciger olmak {izere bir¢cok calismaya

rastlamak miimkiindiir [75-82].

Arastirmamizda kullanilan agir metallerin yapis1 ve toksisitesi hakkinda genel
bilgiler bolim 1. 3’ de verilmistir. Bu metal iyonlarinin GST iizerindeki etkisini

ortaya ¢ikartmanin olduk¢a 6nemli oldugu kanisindayiz.

Arastirmamizda bGST enzimi hidrofobik etkilesim teknigi ile saflastirilmistir.
Enzimin GSH disinda farkli hidrofobik substratlar1 baglama bolgesine sahip olmasi
s6z konusu teknigi uygulama disiincesi gelistirmistir. Arastirma grubumuz
tarafindan farkli hidrofobik jeller sentezlenerek degisik kaynaklardan bir¢ok
izoenzimin yiiksek verimde saflagtirilmasi gergeklestirilmistir[104]. Bu amagla
sentezlenen Sepharose 4B-L-tirozin-l-naftilamin jeli kullanilarak bGST enzimi

tarafimizdan saflastirilmistir.

Literatirde GST izoenzimlerinin saflastirilmasi konusunda ¢ok sayida
calismaya rastlamak miimkiindiir. Bu ¢alismalardan birinde balik bagirsak
mukozosundan GST enzimi afinite teknigiyle saflastirilarak  Ozellikleri
aydmlatilmistir. Kullanilan afinite kolonunun kimyasal yapisinin, glutatyon-agaroz
oldugu goriilmektedir [75].Bir baska c¢alismada Angelucci ve ark. Levrek
karacigerinden GST enzimini yine ayni kromatografik teknik kullanilarak
saflagtirmiglardir [76]. GST enziminin saflastirilmasi konusunda bir diger ¢alismada,
Down sendromlu ¢ocuklarin eritrositlerinden enzim afinite teknigiyle saflastirilarak
saglikli cocuklarin enzimleriyle karsilastirilmistir. S6z konusu ¢alismada jelin yapisi

diger ¢alismalarda da oldugu gibi glutatyon-agaroz seklindedir [77].
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GST enziminin saflagtirilmasi i¢in anyon degisim kromatografisi teknigide
kullanilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde Kefal baligi karacigerinden saflastirilan
enzimin alt birimlerinin molekiil kiitleleri 23-28 kDa olarak saptanmistir [81].Bir
diger calismada GST insan plasentasindan afinite teknigiyle %0,5 verimle 16 kat

saflagtiritlmistir [78].

Afinite tekniginde kullanilan gerek ligand ve gerekse matriks oldukca pahali
oldugu gibi  sentez  sirasindaki  olumsuzluklar  teknigin  uygulanisim
siirlandirmaktadir. HEK tekniginde ise ayni jelle bircok enzimin daha iliman

kosullarda tarafimizdan saflagtirilmasi biiyiik avantajdir.

Arastirmamizda bGST enzimi i¢cin GSH ve CDNB substratlarinin Ky ve Vimax
degerleri belirlenmistir. Bu amagla sabit GSH konsantrasyonunda, CDNB’ nin 5
farkli konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimil yapilarak Linewear- Burk grafigi ¢izildi.
Bu grafikten elde edilen CDNB substrati i¢in Ky Ve Vyay degerleri sirasiyla 8,77mM,
7,14 EU/ mL olarak hesaplanmustir. Enzimin bir diger substrati olan GSH i¢in benzer
sekilde Ky degeri 0,97 mM ve Viax degeri de 1,36 EU/mL oldugu belirlenmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglara gére bGST enziminin daha diisiik Ky, sabitine sahip
olan GSH substratina ilgisinin daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Literatiirde farkl
kaynaklardan elde edilen enzimler i¢in hesaplanan Ky ve Vmax degerlerinin farklh
oldugu gériilmektedir. Ornek olarak; E.coli ekstratlarindan saflastirilan GST
enziminin CDNB ve GSH substratlar1 i¢in Ky degerleri sirasiyla 1,43 ve 0,33 mM
olarak belirlenmistir [80]. Farkli bir ¢alismada ise Tilapya (Oreochromis niloticus )
balig1 karacigeri GST enziminin CDNB ve GSH substratlar1 i¢cin Ky degerleri
yaklasik olarak 0,42- 0,35 mM olarak belirtilmistir[107]. Bu ¢alismalarda enzimin
GSH’ a kars1 afinitesinin CDNB’ den daha yiiksek oldugu goriilmektedir. So6z
konusu aragtirmalar tarafimizca belirlenen degerlerle uyum igerisindedir. Ancak
benzer sekilde calisilan sigir karacigerinden orange A agaroz teknigiyle saflagtirilmis
olan GST enziminin GSH ve CDNB substratlar1 i¢in 1. izoenzimin Ky ve Vmax
degerleri sirasiyla 0,55- 0,10 mM ve 320- 6,9 EU/mg olarak belirlenirken 2.
izoenzim i¢in olan degerler ise sirasiyla 0,83-0,165 mM ve 380- 0,86 EU/mg olarak
belirlenmistir [108]. Buna gore enzimin CDNB’ ye kars1 daha yiiksek bir afiniteye
sahip oldugu goriilmektedir.
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Arastirmamizda kullanilan agir metallerden inhibisyon etkisi gosteren
iyonlarin ICsg ve [Cgy degerleri % Aktivite — metal iyonu konsantrasyonlari
grafiklerinden belirlenmistir. Calisilan konsantrasyonlari ( 0,5- 4 mM) GST’ ye kars1
en giiclii inhibitoriin Cd*? oldugu saptanmistir ( 1Cso: 0,64 mM). Cd*? genel olarak
diger kaynaklardan elde edilen GST’ ler lizerinde 6nemli 6l¢iide inhibisyon etkisine
sahip oldugu goriilmektedir. Ornek olarak; Sheweita ve ark. agir metallerin fare
karacigerindeki GST enzimleri iizerine in vivo etkisini incelemis, Cd*®’ iin GST
aktivitesini test edilen diger agir metallere gére daha fazla inhibe ettigini gostermistir
[109]. Tarafimizdan yapilan in vitro ¢alismada da Cd*? iyonunun GST iizerinde en
giiclii inhibitor olmasi oldukca dikkat cekicidir. Ancak bir baska calismada Cd™ nin

GST tlizerinde 6nemli bir etki géstermedigi saptanmistir [13].

Arastirmamizda elde edilen bir baska sonug ise; Cu*, Cu*? ve Hg"* bGST
tizerinde belirli Olgiide inhibitor etkisi gosterdigi bulunmustur ( ICsp degerleri
sirastyla 0,84- 1,53 ve 1,2 mM) . S6z konusu sonuglara benzer seklide Balik
karaciger GST’ si lizerinde Cu*? ve Hg*? nin gliclii bir inhibitér oldugu belirlenmistir
[13]. Bu ¢alismadaki ICsp degerleri elde ettigimiz sonuglarla belirli 6lgiide benzerlik
gostermektedir. Bir baska calismada Hindi karaciger GST enzimi iizerinde Hg+2 ve
Cu™ in inhibisyon etkileri ¢aligmamizla biiylik bir benzerlik gostermektedir. 1Csg

degerleri sirasiyla 0,37 ve 0,24 mM oldugu tespit edilmistir [ 14].

Arastirmamizda bGST {izerinde Cr'® ve zZn* iin etkisi incelenmistir.

Calisilan konsantrasyonlarda (0,5- 2,5 mM) ICgg degerleri tespit edilmistir.

bGST iizerinde etkisi incelenen metal iyonlarindan Ba*? ve Ni*? in bGST
tizerinde onemli bir etki gdstermedigi tarafimizca saptanmaigtir. Ca*?, Fe*?, Pb* ve

Mn*? iyonlarinin ise enzim tizerinde aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.

Arastirmamizdan elde edilen sonucglardan goriildiigii gibi metal iyonlarinin
GST tizerindeki etkilerinde biiylik farkliliklar vardir. Bu bulgular daha 6nce rapor
edilen ¢aligmalarla uyum igerisindedir[17,20,109]. Bir metal iyonunun inhibisyonu,
¢cOziinlirliigli, absorbe olabilme kabiliyeti, transportu, kimyasal reaktivitesi ve

kompleks olusturma 6zelligi gibi faktorlerle degistigi bilinmektedir. [110].
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Son yillarda agir metal kirliliginin 6nemli bir global sorun haline geldigi
tartisilmaz bir gercektir. S0z konusu metal iyonlarinin hayvan yemlerinde de
bulunmasi siirpriz degildir. Zhang ve ark. farkli bolgelerden alinan hayvan
yemlerinde agir metal analizi yapmislardir. Bu amagla 10 farkli yemde Cu, Zn, As,
Cr, Cd ve Cu analizi yapilmig ve Cu ve Cd” un 2,3- 1,13 mg/ kg gibi ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu saptanmistir. Bunun disinda diger agir metallerinde benzer

konsantrasyonlari rapor edilmistir [111]

bGST enziminin agir metalerle inhibisyonu, tavugun detoksifikasyon
kabiliyetinin belirli 6l¢iide diismesine sebep olur. Bunun dogal sonucu olarak
ksenobiyotikler, hayvanin ¢esitli dokularinda birikecektir. Bu nedenle bGST
aktivitesinin diigmesi sonucu ksenobiyotiklerin canlida birikmesi tavuk i¢in onemli

olmadig: diistiniilebilir, ancak insan saglig1 i¢in bir risk olacag diislincesindeyiz.
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