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GLUTATYON S-TRANSFERAZ (GST) ENZIMIiNiN TAVUK YUREGINDEN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Glutatyon S-transferaz enzimi (GST; EC 2.5.1.18) metabolizmada 6nemli bir antioksidan
enzimdir ve glutatyonun toksisite olusturabilecek bir¢ok metabolitle konjugasyonunu
saglayan reaksiyonlarda gorev alir. Bu tez kapsaminda, GST enzimi tavuk ytireginden
homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi vasitastyla 9,048 EU/mg protein spesifik aktivite ve %40 verimle 20,99 kat
saflastirildi. Daha sonra enzim safliginin kontrol edilmesi ve alt birim molekiil kiitlesinin
belirlenmesi amaciyla sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yapilarak tek bant elde edildi. SDS-PAGE ile saflastirilan GST enziminin alt birim molekiil
kiitlesi yaklasik 20,94 kDa olarak bulundu. Saflagtirllan GST enzimi ig¢in yapilan
karakterizasyon g¢alismalarinda optimum pH, (Tris-HCI tamponunda) pH= 8,5, optimum
iyonik siddet, (Tris-HCI tamponunda) 0,2 M, stabil pH, (Tris-HCI tamponunda) pH = 8,5
ve optimum sicaklik 60 °C olarak bulundu. Ayrica Lineweaver-Burk grafiklerinden
faydalanilarak enzime ait Ky ve Vmax degerleri sirastyla GSH substrati i¢in Ky, 0,087 mM,
Vmax 0,625 EU/mL; CDNB substrat icin Kwv, 0,798 mM, Vmax, 1,141 EU/ mL olarak
hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-Transferaz, Enzim, Saflastirma, Karakterizasyon,
Tavuk Yiiregi
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE
S- TRANSFERASE ENZYME FROM CHICKEN HEART

ABSTRACT

Glutathione S-transferase enzyme (GST; EC 2.5.1.18) is an important antioxidant enzyme
in metabolism and takes part in reactions that provide conjugation of glutathione with many
metabolites that may cause toxicity. Within the scope of this thesis, the GST enzyme, which
has 9,048 EU/mg protein specific activity, was purified 20.99-fold with 40% vyield by
means of preparation of homogenate from chicken heart, ammonium sulfate precipitation
and glutathione-agarose affinity chromatography. Then, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed to control the enzyme
purity and to determine the subunit molecular mass, and a single band was obtained. The
subunit molecular mass of the GST enzyme purified by SDS-PAGE was found to be
approximately 20.94 kDa. In the characterization studies for the additionally purified GST
enzyme, optimum pH (in Tris-HCI buffer) pH= 8.5, optimum ionic strength (in Tris-HCI
buffer) 0.2 M, stable pH, (in Tris-HCI buffer) pH = 8, 5 and the optimum temperature is
60 °C; also, using Lineweaver-Burk graphs, the KM and VVmax values of the enzyme were
determined as Km, 0.087 mm, Vmax 0.625 EU/mL for the GSH substrate; For CDNB
substrate, Ky was calculated as 0.798 mM, Vmax Was calculated as 1.141 EU/mL.

Keywords: Glutathione S-Transferase, Enzyme, Purification, Caracterization, Chicken
Heart
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1.GIRIS

1.1. Enzimler

Berzelius, 1835 yilinda tepkimelerin hizimi arttiran maddeleri Kkatalizor olarak
adlandirmistir (Ann-Sofie, 2002). Katalizor, tepkimenin hizini, esik enerjisi diisiik olan ara
driinlerin  olusumuna sebep olarak arttiran ancak reaksiyondan degismeden ¢ikan
maddedir. Katalizor dengede bulunan bir tepkimenin hizimi etkilemez (Smith, 1981;
Fogler, 1999).

Enzimler biyolojik katalizordiirler (Yildiz, 2007). Biyolojik katalizorler de kimyasal
katalizorlerin temel fonksiyonlarina sahiptirler. Baslamis ve dengeye gelmemis bir
tepkimenin hizli bir sekilde dengeye gelmesini saglarlar (Aravindan vd. 2007). Canli
yapisinda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar, biyolojik katalizérler olan enzimler
tarafindan gergeklestirilir. Enzimler tarafindan katalizlenen molekiillere substrat denir.
Enzimler ti¢ boyutlu yapilarina uygun olan substratlar ile reaksiyona girerler. Bu sebepten
dolay1 her enzim sadece belirli tipte bulunan substrata etki eder (Erkaya vd. 2006).
Dolayistyla bir biyokimyasal reaksiyonun mekanizmasi incelenirken oncelikli olarak o

reaksiyona etki eden enzimi ¢ok iyi analiz etmek gerekir.

Biyokimya bilim dali, enzimlerin fonksiyonel yapilarini ortaya koymak iizere arastirma
yapan bir disiplin olarak ifade edilebilir. Nitekim enzim arastirmalar1 biyokimya tarihini
meydana getirmistir. Bu tarihi silirece baktigimizda 18. ylizyilin sonlarina dogru, mide
salgilar ile etin sindirimi lizerindeki biyokimyasal etkilerin arastirildigini goériiyoruz. Bu
caligmalarla birlikte ilk biyolojik katalizér tanimi da yapilmistir. 1800’lerde yapilan
caligmalarda, ekstraksiyon yontemi ile elde edilen bitki 6ziitleri ve tiikiiriik kullanilarak,
nisastanin sekere doniisiimii gerceklestirildi (Lehninger et al. 2005). Louis Pasteur
1850’lerde yapmis oldugu c¢alismalar sonucunda maya kullanarak sekerin
fermentlenmesinin fermentler tarafindan gergeklestirildigini ileri siirdii. Eduard Buchner,
1897 yilinda maya fermantasyonu hiicrelerden uzaklastirildiginda dahi bu fonksiyonu
slirdiiren bazi molekiillerin oldugu sonucuna ulasti. Frederic W. Kiihne bu organik

maddeleri enzim olarak isimlendirdi (Nelson ve Cox 2005).



Enzimlerin canli metabolizmada sebep oldugu bu olaganiistii katalizleme olaylarinin
durmasi1 veya kismen aksamasi durumunda canlilarin yasamasi miimkiin degildir.
Biyokatalizorler olarak tanimlanan enzimler kimyasal tepkimelere katalitik olarak etki
eden biyolojik polimerlerdir. Enzimler biitiin fizyolojik olaylarin hizlarin1 kontrol ederek
canli yasaminin tam merkezinde bulunurlar. Enzimlerin biiylik bir kismi protein
yapisindadir. Ancak katalitik RNA gibi yapilar protein yapisinda degildir (Murray ve ark.
1998). Daha acik bir sekilde ifade edilirse, enzimlerin tamamina yakini protein
yapisindadir (Temel vd, 2017). Enzimlerin en oOnemli oOzelliklerinden birisi de
biyokimyasal reaksiyonlarda %100’liik iiriin olugsmasini saglayarak yan iiriin olusmasini
engellemeleridir. Enzimler, 6zellesmis bir molekiiler yapi i¢erisinde oldukga biiyiik protein
gruplarini1 olustururlar. Hiicre igerisinde olusan biitiin olaylar deoksiribo niikleik asit
(DNA) tarafindan diizenlenerek kontrol edilir. Yukarida da ifade edildigi gibi enzimler
protein yapisindadirlar ve proteinler de DNA tarafindan sifrelendiklerinden bu durumda
enzimler bir hiicreye ait DNA’daki genetik bilgilerin, riboniikleik asitler (RNA) tarafindan
tasinmasi sonucu ribozomlarda sentezlenen en 6nemli molekiillerdir (Keha ve Kiifrevioglu
2000). Tarihi siirec icerisinde ilk kez kristallenen enzim iireazdir. Ureaz enzimini ilk olarak

James B. Sumner, 1926 yilinda kristalize etmistir (Gtilesci, 2013).

Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in ¢ok yliksek sicakliklarda ii¢ boyutlu yapilari
bozunur. Dolayisiyla enzim ile katalizlenen bir reaksiyonda 40 °C’ye kadar genelde
reaksiyon hiz1 artar. Ancak sicaklik 40 C°’nin {stline ¢ikarsa enzimin {i¢ boyutlu yapisi
zarar gormeye baglayarak tepkime hizinda azalma gozlenir. Sicaklik 60 C°’nin {stiine

ciktiginda ise enzim denatiire olur (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Her enzim belirli bir pH degerinde maksimum aktivite gosterir. Bu optimal degerin iistiinde
ve altinda enzimin aktivitesi azalir. Enzimlerin etkin aktivitede bulunduklar1 pH degerleri

ayni degildir (Bhat, 2000).

Enzimler, in vivo ve in vitro ortamlarda etkilidirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2018; Koolman
ve Rohm, 2003). Katalitik etki gdsteren enzimlerin bazilari sadece protein seklinde
bulunurken, digerleri ise ancak kofaktér yardimiyla bu islevini yerine getirebilir.
Kofaktdrler inorganik olan metal iyonlarindan (Mg*?, Fe*?, Zn*2, vb.) olusmaktadir.

Koenzim adi verilen kompleks organik bilesik ise (NAD", FAD", Koenzim A, vb.) olarak



da enzimin yapisinda bulunabilir. Kofaktor i¢ceren enzime holoenzim denirken, kofaktor

icermeyen enzime ise apoenzim denir (Onat, 1996).

Enzime baglanan kofaktorler genellikle diyaliz ile ayrilabilirler. Ancak bazi gruplar
kovalent baglarla enzime baglanarak ayrilmazlar. Bu tiir gruplara prostetik grup denir

(Lehninger 2000).
Enzimlere ait olan ortak 6zellikler soyledir;
1. Genelde enzimler protein yapisindadir.
2. Bir enzimin katalizledigi kimyasal veya biokimyasal tepkimeler benzerdir.
3. Enzimler reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirerek etki ederler.
4. Ayni tiirde olan reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
5. Enzimler etki ettikleri reaksiyonlar1 kisa siirede dengeye getiriler.
6. Enzimler in vivo ve in vitro ortamlarda katalitik etkide bulunurlar.
Enzim aktivitesini etkileyen faktorler soyle siralanabilir;

1-Enzim konsantrasyonu: Reaksiyon gerceklesirken substrat miktari yeterli ise; tepkime
hizinin enzim derisimiyle dogru orantili oldugu goézlenir. Substrata ait olan miktar sinirli
ise tepkimenin hiz1 6nce artar sonra azalir. Enzim miktarinin reaksiyon hizina etkisi sekil

1.1. de verilmistir.

Tepkime hiz1 Substrat miktar: arttirilir ise

Substrat miktar1 sinirli ise

.

Lad
Enzim miktari

Sekil 1.1. Enzim miktarinin reaksiyon hizina etkisi



2-Substrat konsantrasyonu: Enzim miktar1 yetersizse substrat miktar1 artsa dahi
tepkimenin hiz1 once artar sonra sabit kalir. Ciinkii ortamda bulunan enzimin tamami
tiikketilmis olur (Tekman ve Oner, 1994). Substrat miktarimnin reaksiyon hizina etkisi Sekil

1.2°de verilmistir.

Tepkime hizi
A

T

v

Substrat miktari

Sekil 1.2. Substrat miktarinin reaksiyon hizina etkisi

3-Sicaklik: Viicut sicakligi optimal sicaklik olarak degerlendirilebilir. Bu sicaklikta
enzimatik tepkimelerin hizt oldukga yiiksektir. Sicaklik eger azalirsa enzimatik
tepkimelerinde hizi azalir. Tepkimelerin hiz1 sicaklik arttik¢a artar. Sicaklik degeri 45-55
C® araligmin iistline ¢ikarsa protein yapisinda bulunan enzimlerin {ic boyutlu yapilari
bozulacaktir. Bu da reaksiyonun durmasina neden olur. Sicaklik diisiiriildiigiinde ise
tepkime hizi azalsa da enzimin ii¢ boyutlu yapisinda bozulma olmayacaktir (Nelson ve

Cox, 2005). Sicakligin reaksiyon hizina etkisi Sekil 1.3.’de verilmistir.

TqE)kime Hiz1

Optimum

0 B 60" Sicaklik (C°)

Sekil 1.3. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi



4-pH: Enzimler optimal pH araliklarina sahiptirler. Bu degerler genelde nétr bolgeye yakin
olsada optimal pH’s1 7’nin iistiinde veya 7’nin altinda olan enzimler bulunmaktadirlar

(Goziikara, 2011).

& Tepkime hizi

Pepsin igin
optimum pH

>
0 1 2 3 4 pH

Sekil 1.4. pH‘nin reaksiyon hizina etkisi (Goziikara, 1990)

5-inhibitorler: Enzimlerin tepkime hizlarmi azaltan veya tamamen engelleyen
maddelerdir. Substratlara benzerler bu 6zelliklerinden dolay1 enzimlerle birleserek, enzimi

etkisizlestirirler.
6-Aktivatorler: Reaksiyonlart hizlarini arttiran maddelere aktivator denir.
7-Tyonik siddet: Enzimin bulundugu ortamda bulunan osmolariteyi ifade eder.

Giiniimiizde yaklagik olarak 5000’e yakin enzim tanimlanmstir. izole edilen bu

enzimlerden 200’e yakini kristalize edilmistir (Goziikara, 1997).

Enzim sayisinin ¢ok fazla olmasindan dolayr sistematik bir adlandirmaya ihtiyag
duyulmustur. Enzimlere en basta 6zel adlar verilmistir. Ozel adlandirmalar yapilirken
enzimlerin ¢ogu etki ettikleri substratlarin adina veya o reaksiyonu tanimlayan kelimelere
“az” son eki getirilerek yapilmigtir. Ornegin iirenin hidrolizini katalize eden enzime iireaz
ad1 verilmistir. Bu tlir adlandirmalar sistematik olmadigindan dolay1 pek ¢ok problem
ortaya ¢ikmistir. Zaman igerisinde ¢ok sayida enzimin tanimlanmasindan dolay1 da bu

problem daha da karmasik bir hal almistir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in Uluslararasi Biyokimya



ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan enzimlerin sistematik olarak
adlandirilmasi ve siniflandirilmastyla ilgili belirli kurallar ortaya konmustur. Bu kurallar
sOyledir;

a) Enzimlere ‘—az’ son eki verilir. Enzim sayisi birden fazla ise ‘-az sistem’ olarak
adlandirma yapilir. Substrati tanimlamak i¢in; hekzokinaz, lireaz, amilaz, arjinaz, proteaz
ve lipaz gibi. Tepkimeyi tanimlamak i¢in; DNA polimeraz, glukoz izomeraz, laktat

dehidrojenaz ve adenilat siklaz gibi.

b) Enzimlerin ve substratlarin kimyasal yapilar1 ve Ozellikleri degerlendirilerek
katalizlenen reaksiyona gore adlandirilirlar. Enzimlerin elde edildigi kaynaklar farkli olsa

da ayni katalitik etkiyi gosteren enzimler genel olarak ayni ad1 alirlar.

c) Her enzimin sistematik bir ad1 ve dort rakamdan olusan bir enzim komisyon numarasi
(E.C) vardir. Enzimlere ait kod numaralari 4 rakam ile tanimlanir.
1. Rakam, enzime ait olan sinifi temsil eder,

2. Rakam, enzimin hangi fonksiyonel grup ve hangi kimyasal yapiyla etkilestigini temsil
eder,

3. Rakam, alt smifini,

4. Rakam, enzimin alt alt grubunu gésterir.

Ornegin E.C.1.1.1.49

1.Rakam, esas siif (Oksidorediiktazlar)

2. Rakam, alt sinif ve etkiledigi bag

3. Rakam, akseptor NAD" veya NADP*

4. Rakam, alt alt grupta enzimin sira numarasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan ortaya konulan

bu yeni sistemde enzimler, katalizledikleri spesifik reaksiyon tipleri ele alinarak alt1 ana
siifa ayrilmislardir (Goziikara, 2011; Whitford, 2005).



Tablo 1.1. Enzimlerin uluslararas: siiflandirilmasi (Whitford, 2005)

Smf | isim Katalize Ettigi Reaksiyon Tipi

1 Oksidorediiktazlar Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari, elektronlarin transferi

(hidrit iyonlar1 ve H atomlart ile)

2 Transferazlar Grup-transfer tepkimeleri, fonksiyonel bir grubu bir donérden bir

akseptore transfer eden enzimlerdir

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarin suya transferi) gesitli
baglari hidroliz eder 6rnegin C-O, C-N, C-C

4 Liyazlar Gruplarin ilavesi ve gruplarin yer degistirmesiyle ¢ift baglarin
olusmasi ( Substrattan C-O, C-N, C-C arasindaki baglari
oksidasyon ve hidroliz yolu digindaki bir yolla kirarak atomlar

arasina ¢ift bag ekler)

5 [zomerazlar Izomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller iginde gruplarin
transferi (izomerizasyon reaksiyonlarini yani bir molekiil icindeki

yapisal ve geometrik degisiklikleri katalize eder)

6 Ligazlar ATP’nin harcanmasiyla C-C, C-S, C-O ve C-N baglarinin olugsmasi

saglar

1. Oksidoreduktazlar: Redoks tepkimelerini katalizlerler. Bunlarin isimleri; Rediiktaz
veya dehidrogenaz olarak ifade edilirler. Oksijenin, elektron veya hidrojen almasi s6z

konusu ise ismi oksidaz olarak ifade edilir.

2. Transferazlar: Hidrojen disinda bir fonksiyonel gurubun substrata transfer edilmesinde

katalizor olarak gorev yapan enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Su molekiilllerinin tepkimeye girmesiyle olusan ayrigma veya

kondenzasyon tepkimelerine katalitik olarak etki eden enzimlerdir.

4. Liyazlar: Oksidasyon ve hidroliz yolu digindaki bir kimyasal etkilesim ile ¢ift baglarin

meydana gelmesini ve ¢ift baglara katilmalarin goriildiigii tepkimeleri katalizlerler.

5. Izomerazlar: Molekiiliin kendi igerisinde diizenlenmesini katalize ederler. Boylece

molekiiliin geometrik veya yapisal ¢evrilmesi gerceklesir.



6. Ligazlar: Enzimlerin katalitik etkisi altinda iki farkli molekiiliin bag olusturmak tizere
birlesmesini katalize ederler. ATP veya GTP gibi oldukc¢a yiiksek enerjili bilesiklerden
fosfat bag1 koptugunda olusan enerji ile iki molekiiliin baglanmasi1 gergeklesir. Bu tiir

reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

1.2. Glutatyon

y-glutamil-sisteinil-glisin seklinde adlandirilan glutatyon, glutamat yan zincirinin
karboksil grubu ile sistein aminoasidinin amin grubu arasinda bir gama peptit bagina sahip
olan bir tripeptittir. Sisteinin karboksil grubu, bir glisin aminoasidine normal peptit bagi ile
baglanir (Sharma et al.,1989). GSH endojen olarak karacigerde ii¢ farkli amino asit
kullanilarak anabolik yollarla sentezlenir. Bu aminoasitler glutamik asit, sistein ve glisindir
(Lu 2009). Indirgenmis glutatyon (GSH; Sekill.5.) bakterilerden memelilere kadar (bazi
bakteriler ve amipler haric) canli hiicrelerin tamamina yakininda bulunan molekiil kiitlesi

biiyiik olmayan, tiyol igeren bir tripeptittir (Hamilton et al., 2014).

NH,

0o

0
HS

Sekil 1.5. Indirgenmis glutatyonun kimyasal formiilii

Glutatyon (GSH), ksenobiyotiklere maruz kalan organlari korumasi ve dokulara ciddi
diizeyde zarar veren H20: gibi serbest radikallerin ortadan kalkmasini saglamasindan
dolay1 oldukga 6nemli bir antioksidan olarak bilinir (Giblin, 2000). Eger GSH diizeyinde
bir azalma gdzlenirse pek ¢ok dejeneratif hastaligin baglamasi ve ilerlemesi s6z konusu

olur (Flagg et al., 1994).

Glutatyon, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dokularda hasara yol acacak etkilerini ortadan
kaldiran bir antioksidandir. Oksidatif stresin ortadan kalkmasi i¢in peroksit ve serbest
radikal gruplartyla etkileserek hiicre ve dokular1 oksidatif zararlardan korur. GSH, ayn
zamanda aminoasitlerin tasinmasinda gorev almaktadir. GSH’in diger bir gorevi de
elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunda kofaktor olarak rol oynamasidir (Blokhina
vd., 2003).



GSH; bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin hiicre sitozoliinde oldukg¢a yiiksek diizeyde
bulunarak iki 6nemli gorevi yerine getirir. Birincisi, hiicrede bulunan toksik metabolitleri
hiicreden uzaklastirir. Ikinci grevi ise indirgenmis yapisini kullanarak hiicrelerde bulunan
stilfhidril grubunun etkinligini ve siirekliligini devam ettirir (Liebman and Greenberg,
1988). GSH’mn yayinda hiicrelerde birde okside glutatyom (GSSG) mevcuttur. Bu iki
formun orani hiicredeki oksidatif stres ile ilgili bilgi verebilir. GSH/GSSG orani
eritrositlerede yaklasik 500°diir. Diisiik bir GSH/GSSG orani, yaslanma siirecinin ve
diyabet, bobrek yetmezIligi, pndmoni, malignite, amyotrofik lateral skleroz, Parkinson
hastalig1, Alzheimer hastalig1 ve katarakt dahil olmak pek cok hastaligin belirtisi olarak
degerlendirilir (Ballatori et al.,2009).

Glutatyonun hayvanlardaki islevlerini yukarida verdigimiz bilgilere gore soyle
siralayabiliriz;

a) Aminoasitlerin transportunda,

b) Enzimlerin regiilasyonunda,

c) Peroksidaz metabolizmasi,

d) Hiicreler arasi iletisimde gorevli molekiiliin islevinde,

e) Ksenobiyotiklerin detoksifiye edilmesinde.

1.3. Glutatyon S- Transferaz Enzimi

1.3.1. Tarihcesi

Meister ve arkadaglar tarafindan 1879 yilinda yapilan ¢alismalar sonucunda glutatyon S-
transferaz enziminin varhigi dolayli olarak saptanmistir. 1959 yilina gelindiginde ise GST
enzimi tarafindan glutatyon konjugatlarinin katalizlenme reaksiyonlarinin gergeklestigi
Barnes ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konulmustur (Giiven, 2003). GST'lerin enzim
oldugu ise ilk olarak 1961'de kesfedilmistir (Booth et al., 1961).

1.3.2. Yapis1 ve Biyokimyasal Tepkimeleri

Canlilar yasamlar1 boyunca toksik maddelere maruz kalirlar. Bu maddeler yapisal
ozelliklerinden dolay1 canli organizma iizerinde pek ¢ok hasara neden olabilirler. Ozellikle
serbest radikaller bu siralamada basat rol oynamaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS),

serbest radikaller igerisinde oldukca tehlike arzeden bir siniftir. Bunlarin dig



10

yoriingelerinde ortaklasmamis tek elektron bulundugundan dolay1 kararsiz bir yapiya
sahiptirler. Kararli bir yapiya ulasmak icin etraflarindaki molekiillerden elektron
kopartmak isterler. Boylece diger molekiillerin kimyasal yapilarini bozarlar. (Demir 2019;
Giilgin ve Beydemir, 2013). Ancak ROS derisimi belli bir degerin lizerine ¢iktiginda
oksidatif stres meydana gelir. Boylece proteinler, lipitler ve DNA gibi 6nemli
biyomolekiillerin oksidatif olarak bozunmalari s6z konusu olur. (Giilgin vd., 2006; Kirici
vd., 2016). Serbest radikallerin meydana gelmesinde zararli giines 1sinlari, radyasyona
maruz kalma, sigara dumani, Kimyasallar gibi ekzojen etkenler sayilabilir. Serbest radikal

kaynaklari tablo 1.2°de gosterilmistir.

Tablo 1.2. Serbest radikal kaynaklar1 (Aksoy, 2002)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Fagositik ve endotelyal hiicreler Zararl 1ginlar (x-ray, UV)
Oksidadif reaksiyonlar Sigara dumant
Aragidonik asit metabolizmasi Organik solventler
Mitokondriyal elektron transport zinciri Diyet faktorleri
Otooksidasyon reaksiyonlari Ilaglar

Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs.) Ksenobiyotikler

Redoks reaksiyonlari Pestisitler

Canli yasaminin devamu i¢in gerekli olan detoksifikasyon sistemleri vardir. Bu sistemler
vasitastyla pek ¢ok yol ile canlinin viicuduna giren ksenobiyotiklerin detoksifiye edilmesi
temelde t¢ farkli faz ile olusur. Bu tepkimeler; Faz I, Faz Il ve Faz Ill olarak
adlandirilmistir. Faz | tepkimelerinde substrat ile etkilesecek aktivitesi yiiksek gruplar
substrata katilirlar devaminda ise faz Il konjugasyon tepkimeleri gergeklesir. Sitokrom
P450 sistemi faz | tepkimelerini katalizler. Faz III tepkimelerinde zararli maddelerin
viicuttan rahat atilabilmesi i¢in su igerisinde daha ¢ok ¢ozlinebilen nonpolar
ksenobiyotikler ve nontoksik olan metabolitler elde edilirler. GST, 3000 civarinda maddeyi
substrat seklinde gorerek onlarla etkilesime girmistir. Yine GST, endojen ve eksojen
kaynaklardan ortaya cikan bilesiklerle detoksifikasyon tepkimelerini gerceklestirmek icin
pek ¢ok organik yapidaki anyonla baglanabilmektedir (Rebbeck, 1997).
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Faz II reaksiyonlar (detoksifikasyon)
Konjugasyon Enzimleri
(wilfat, asetat, glukuronik asit, glutatyon,

glisin)
Nontoksik
Metabuht

Idrar ve Safrayla atilim

rediksiyon, hidrolizis)

Faz I reaksiyonlan (aktivasyon)
CYP P450 (oksidasyo, m@l

Metabolit

Sekil 1.6. Zehirsizlestirme reaksiyonlart (Temel vd., 2017)

Glutatyon S-transferazlar, Faz-11 detoksifikasyon enzim ailesidir. Faz-Il reaksiyonlari

sonucunda ksentebiyotikler viicuttan kolay atilan ve toksisitesi daha diisiik metabolitlere

doniisiirler.
SH
J—I\/\/Ll\ \/u\ —+ R-X
NH o
glutathione (GSH) electrophile
(GST)
SR
J—J\/\/U\ \/u\ -+ H-X

NH
glutathnone S-conjugate (R-SG)

Glutatyon S-konjugatini (R-SG) olusturmak {izere bir elektrofil (RX) ile glutatyon
(GSH) konjugasyonunun genel semasi. Reaksiyon, (GST) enzimi tarafindan

katalizlenmektedir. (Ketterer et al.,1983)

Glutatyonun konjugasyon reaksiyonlari incelendiginde bu etkilesimlerin biiyiikk bir

kisminda GST enzimlerinin rol aldig1 gézlenir. Faz II reaksiyonlar1 neticesinde organizma
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oldukea reaktif elektrofilik 6zellikteki zararli maddelerin saldirilarindan korunmus olur
(Awasthi et al. 1980).

Enzim mekanizmasi: GST, dncelikle glutatyon ile substrati birbirlerine yaklastirmak tizere
aktif bolgesine baglar (Eaton and Bammler, 1999). Amag¢ GSH iizerinde bulunan siilfidril
grubunun aktiflestirilmesidir. Bu sekilde GSH ile saldirgan eleoktrofilik substrat etkilisime
girer. (Armstrong, 1997).

SG
GS, L0
NO, NO, N0,
’ GST
GSH cr
NO, NO;,

Sekil 1.7. GST enziminin katalizledigi reaksiyon (Habdous et al., 2002)

cl

NO,

GST enzimleri; Epoksit bilesiklerin halka agilmalari, niikleofilik yapida bulunan aromatik
gecis tepkimelerini migel eklenmesi tepkimesi ve bazi peroksitlerin detoksifiye
reaksiyonlarini katalizlerler (Eaton and Bammler, 1999).

Boyland ve arkadaslar1 si¢anlar iizerinde yaptiklar1 g¢alismalar sonucunda GST
izoenzimlerini si¢an karacigerinde ilk kez kesfetmislerdi. Daha sonraki ¢aligsmalar
neticesinde pek cok canlinin akcigerinde, karacierinde ve buna benzer dokularindan da
elde edilmistir. Ayn1 zamanda mikroorganizmalardan da GST enzimleri saflagtirilmistir.
GST’ler akciger, karaciger, bobrek, incebagirsak ve kalinbagirsak gibi organlarin
sitozollerinde bulunan toplam proteinin %5’ini teskil ederler. Canli viicuduna disaridan
giren ksenobiyotiklerden dolayr bu organlarin disariyla temasi sonucunda, bu tiir
organlarda GSTmiktarinin artmis oldugu tespit edilmistir (Gyamfi et al 2004). GST’ler
membrani olusturan maddeleri lipit peroksidasyonuna karsi1 korurlar. Lipit peroksidasyonu
sonucunda aldehit formundaki tiriinlerinden birisi olan 4-hidroksi alkenallerin GSH ile
konjuge hale gelmesini saglarlar. GST’ye ait izoenzimler, toksik maddelerin elektrofilik
ksenobiyotik detoksifikasyon tepkimesinde rol oynar. Bu 6zelliklerinden dolayr GST’yi
dogal koruyucu olarak nitelendirebiliriz (Gyamfi vd, 2004). Glutatyonla enzimatik olarak

konjuge olan bilesiklere 6rnek olarak epoksitler, alkanlar, nitroalkanlar, haloalkanlar, metil
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stilfoksit bilesikleri, organofosfatlar, aromatik halo ve nitro bilesikleri gosterilebilirler
(Hodgson and Levi, 1994). Sekill.8'de goriildigi gibi bu tepkimeler; niikleofilik yer
degistirme tepkimesi, Michael eklenmesi tepkimesi ve konfigiirasyonu degismis oksiran

halkasina niikleofilik atak tepkimesi seklinde olur.

NO 2 No}
NC, . NO,
a + GSH ————=
'y 5G
CDNB

Klotadmitrobenzen

CHCOOC,Hy CH,COOC H,

b + GSH ~—» t
CHCOOC,H, GS—CHCOOCT Hy
Dieti maleat

+ antibenzo(a)piren-7,B-diol-9,10-epoksit

Sekil 1.8. Elektrofilik substrat metabolizmasinda glutatyon S-transferazlarin rolii (Hodgson and Levi, 1994)
a: Nikleofilik yer degistirme, b: Michael eklenmesi, ¢: Konfigiirasyonu degismis oksiran halkasina
niikleofilik atak

Glutatyon S-transferazlarin organizmada ti¢ 6nemli islevi vardir;

1. Detoksifikasyondaki rolii: GST enzimi katalizorliiglinde ksenobiyotiklerin GSH ile
konjugasyon tepkimeleri vermeleri ve bunu miiteakiben markaptiirik asiti meydana getiren
reaksiyonlarin hepsine birden detoksifikasyon tepkimeleri adi verilmektedir. GST’nin
detoksifikasyondaki rolii konjugasyon ve indirgenme 6zelligi olarak iki kisma ayrilir.

a. Konjugasyon

i) Katalitik konjugasyon

ii) Katalitik olmayan konjugasyon

b. indirgeme 6zelligi
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2. Hiicre ig¢i tastyici protein olarak rolii

3. Organa 0zgii toksisite olusumuna katki saglama roli

1. Detoksifikasyondaki rolii: Bu tepkimelerin mekanizmalarina daha yakindan bakalim.

a. Konjugasyon

1) Katalitik konjugsayon

Endojen bir tripeptid olan GSH ile elektrofilik atak yapan ksenobiyotik ve faz | reaksiyonu
sonucunda olusan ara iiriinlerin GST enzimi katalizorliiglindeki tepkimelerine katalitik
konjugasyon denir (Hayes at al., 1987). GST"n katalizorliigiindeki bu reaksiyon asagida
sematik olarak gdsterilmistir. Iki tip reaksiyon gozlenir.

RX+GSH —» R-SG+HX

Bu reaksiyonda GSH’in niikleofilik olarak elektrofilik ozellikte olan bir merkeze
baglanmas1 sonucu oldukca kararli bir GSH konjugati meydana gelir. Sekil 1.9 GSH
konjugatlarinin metobolizmasini géstermektedir.

Ikinci tip reaksiyonda ise yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve indirgenmis bir ara iiriin
olusur. Once kolay bozunan bir R-SG ara iiriinii enzimatik olarak meydana gelir (a). Ikinci
bir GSH molekiiliiniin enzimatik olmayan tepkimesi ile RH ve GSSG olusur (b) .

R-X+GSH ——>R/SG+HX (a)

R-SG+GSH ——» RH+GSSG (b)

R-X+ 2GSH —» HX + RH+ GSSG

GSH, boyle tepkimelerde substrat gibi degilde bir koenzim gibi hareket eder (Boyer, 1989).
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SH
[§]
.\H:Y\/'LI\HL(NHMVOOH + Xenobiotic (X)
|
O

COOH

Glutathione

GST

( ﬁ/_x
I
NH, NH. COOH

|
COOH o]

Glutathione-S-Conjugate

Sekil 1.9. GST yoluyla bir ksenobiyotige (X) glutatyon konjugasyonu, bir glutatyon- S konjugatinin olusmasi

Gli
I
?is-——-ﬂ
Glu
y-Glutamil
Transpeptidaz
Glu pen
Gli
Sis R A—S—Giukuronld
Sisteinilglisin
Gli Dipeptidaz l
COOH UDPG-Glukuronil
N-Asetil Transferaz COOH g{i‘i;'a"szJUQat Transferaz
R—S-CHy-CH = R—S—CH,-CH R
S Deasetilaz ¢ R—SH + Pirlivat + Amonyak
H NH,
CI:I—- GHy S-metil Transferaz
Q
(Merkaptirik asit) (Sistein Konjugati) J

R-—S—CH,

(Metiltiyo Konjugati)

Sekil 1.10. Glutatyon konjugatlarinin metabolizmasi (Pickett and Lu,1980)

ii) Katalitik olmayan konjugasyon
GST’ler elektrofilik bilesiklerle dogrudan kovalent baglarla baglanabilirler( Chasseaud,

1979). Bu baglanma neticesinde hiicre bilesenleri korunmus olur.
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b. Glutatyon S-transferazlarm indirgeme Ozelligi

GST'ler rediiksiyon ozelligi sayesinde membran bilesenlerini lipit peroksidasyonundan
korumus olurlar. (Rietjens at al., 1987).

GST enzimlerinin molekiil kiitleleri yaklasik olarak 20-25 kDa’dur. Bu enzimlerin alt
birimlerinde ise 200-240 aminoasit dizisinin var oldugu rapor edilmistir (Hayes et al 2005).
GST alt birimleri polipeptid baglari ile bir araya getirilen iki domainden meydana gelir. Bu
yapiya biraz daha detayli olarak baktigimizda 6nemli iki bélgenin oldugunu goriiyoruz.
Bunlardan ilki GSH’in baglandigi G bdlgesidir. G bolgesi yaklasik 80 aminoasitten
olugmaktadir. Bu bolgede N-terminal domain bir B-tabaka ve ii¢ a-heliks yapist beraber
bulunmaktadir. H bolgesine ise Hidrofobik elektrofillerin baglanmaktadirlar. Ayrica a-

helikal yapilardan meydana gelen C-terminal domain kismi1 vardir ( Tuna, 2008).

(@) (b)

Sekil 1.11. (a) Dimerik GST enziminin yapist ve (b) Hidrofobik yiizey alan1 gériiniimii (Armstrong, 1997;
Oakley, 2011).

e—

- /SH
( A Fln A s
\ x
—
S bolgesi ""‘—// Gy \R 3
& _.’/
\‘—“——"" H-bolgesi

H-baslgesi

('—-"r’f—_"\ G-bolgesi

S —————

D

Sekil 1.12. GST enziminin aktif bolgelerinin gosterimi (Comakli, 2011)
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GST'ler en az dort ana protein ailesine ayrilir. Dort ana grubu olusturan temel faktorler ise

aminoasit dizileri ve etkilesime girdigi maddelerin 6zelliklerine gore olusturulmustur.
Gruplar olusturulurken kimyasal affiniteleri ve kimyasal davranis sekilleride belirleyici
olmustur. Bunlar; Sitozolik GST'ler, mitokondriyal GST'ler, mikrozomal GST'ler ve
bakteriyel fosfomisin direngli proteinlerdir (Oakley, 2005; Allocati et al., 2009).
Mitokondriyal ve sitozolik GST’ler ii¢ boyutlu bir yapida katlanmalarindan dolay1
benzerlikleri s6z konusudur. Bu gruptaki GST’lerin fazla sayida izoenzimleri mevcuttur.
Bu tiirdeki GST izoenzimlerinin birbirlerinden ayrilmasi i¢in, izoelektrik noktalarina ve
aminoasit dizilerinde goriilen farkliliklara bakmak gerekir. Mikrozomal GST’ler ise
(MAPEG) ¢6ziinebilen GST’lere yapi itibariyle benzerlik géstermezler (Hayes at al.,2005).
Sitozolik GST’ler 7 sinifa ayrilirlar;

GST Alfa (GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-3, GSTA4-4, GSTA5-5),

GST Mii (GSTM1-1, GSTM 2-2, GSTM3-3, GSTM4-4, GSTM5-5),

GST Pi (GSTP1-1),

GST Sigma (GSTS11),

GST Teta (GSTT1-1, GSTT2-2),

GST Zeta (GSTZ1-1),

GST Omega (GSTO1-1, GSTO2-2)

Mikrozomal GST’ler ise MGST1, MGST2 ve MGST3 seklinde ii¢ sinifa ayrilir.

GST enziminin aktivite 6l¢timiinde iki yontem kullanilir. Birinci yontem spektrofotometriktir.
Bu yontem de GST nin substrati olan GSH’1n konjuge edilmesine bagli olarak meydana gelen
konjugatin renk siddeti veya absorbansinin dlgiilmesi esas alinir. Diger yontemde ise, serum
dokusundan alinan numunelerdeki GST enzimine ait aktivitenin tespit edilmesinde bagvurulan

immiinoradiyometrik yontemdir (Howie et al., 1988).
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2. KAYNAK OZETLERI

GST izoenzimleri ilk defa Both vd. (1961), tarafindan sigan karacigerinden alinan dokuda
tanimlanarak, epoksit transferaz, aril transferaz, alkil transferaz, alken transferaz ve aralkil

transferaz olmak tizere bes ayr1 sinifa ayirmiglardir.

Pabst vd. (1974), enzimin bir¢ok formunun saflastirarak bu formlarin karekterizasyon

ozelliklerini incelemislerdir. Sonug olarak substrat spesifitelerinin oldugu anlagilmustir.

Awasthi vd. (1980), gergeklestirdigi bir ¢alisma sonucunda GST enzimini insan

karacigerinden anyonik izoformlar1 saflastirarak elde etmistir.

Asaoka (1983), GST enzimini, orange-A agaroz afinite kromotografisiyle yontemini

kullanarak sigir karaciger dokusundan izole etmistir.

Young ve Briedis (1989), yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda, GST enzimini sigir beyin
dokusundan, belirli yontemler kullanarak yaklasik 500 kat saflagtirmiglardir.

Jagt vd. (1985), GST ait 13 farkli yapiy1 insan karaciger dokusundan hareketle
saflagtirmistir.  Saflastirma yontemi olarak ise GSH-afinite kromotografisi ve
kromatofocuslama kullanilmistir. Bu 13 yap1 incelendiginde substrat olarak CDNB’ye
benzer aktivitede olduklar1 saptanmustir. Enzimin spesifik aktivitesi de 33-94 EU/mg

arasinda degismektedir.

Singh vd. (1987), c¢alismalarinda GST’nin 3 6nemli sinifin1 (o, p, 7) insan bobreginden
saflastirilmiglardir. Izoelektrik pH’s1 9,1 olan GST izoenzimi disinda Insan bébregindeki
katyonik GST izoenzimlerinin heterodimer o6zellikte olduklari bulunmustur. Alt
birimlerine ait molekiil kiitleleri 26,5 kDa-24,5 kDa arasinda tespit edilmistir.

Oshino vd. (1989), yaptiklar1 ¢aligmalarda dort farkli tipteki GST enzimlerini izole
etmislerdir. izalasyon isleminde 4 farkli kromatografi teknigini pespese kullanmislardir.

Homodimer olarak belirlenen GST enzimleri sirasiyla a, b, ¢, d olarak adlandirilmislardir.
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Sonug olarak 50 kDa molekiil kiitlesine sahip ve yapi itibariyle birbirine benzeyen b, ¢, d
izoenzimleri belirlenmistir. Yine a enziminin b,c,d enzimlerine gore 100 katin {izerinde
peroksidaz aktivitesine sahip oldugu rapor edilmistir. Aminoasit sayilar1 GSTa’da 408,
GSTb’de 424 oldugu bulunmustur. GSTa ile GSTb’nin CDNB ve GSH substratlarina dair
KM degerleri de bulunmustur.

lizuka vd. (1989), GST’yi E.coli ekstraklar1 kullanarak %7,5 verimle takriben 2300 kat
civarinda saflastirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesi 45 kDa olarak tespit edilerek bu
enzime ait iki es alt birimin oldugu rapor edilmistir. Enzime ait substratlarin CDNB ve
GSH i¢in Km sabitleri ise sirastyla 1,43 mM ve 0,33 mM seklinde hesaplanmistir.
Optimum pH: 7, stabil pH degeri 5 ile 11 arasinda ve optimum sicakligin ise 50°C oldugu

belirlenmistir.

lizuka vd. (1989), E.coli ekstraklarindan elde edilen GST enziminin aktivitesi ile ilgili
belirli metal iyonlarma kars1 etkilerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak demir ve ¢inko
katyonlarinin oldukga diisiik derisimleri enzimde inhibasyon meydana getirirken, Ca, Mg,
Co, Mn ve Ni metallerine ait iyonlarin ise inhibisyon etkisi olusturmadigi
gozlemlenmistir. Wareing vd (1993), ¢alismalarinda o ve © sinifina giren GST’lerin
CDNB’ye kars1 direng gosterdiklerini, CDNB uygulamasi sonucu GST’nin aktivitesinde

1,5 Kkat civarinda bir artig oldugunu rapor etmislerdir.

Peters vd. (1995), insan lenfositleri tizerindeki caligmalarinda ise, yaslanmaya bagh

olarak GST-GSH sisteminin belirli 6l¢iide azaldigini rapor etmislerdir.

Temellini vd. (1995), calismalarinda karacigerdeki GST aktivitesin yaslanmaya bagl
olarak azaldigini ancak bu durumun kalinbagirsak, renal korteks ve akcigerde

olusmadigini tespit etmislerdir.

Nishihira vd. (1995), GST = enziminin elektrofilik substrati bagladigi bolge ile ilgili
yaptiklar1 ¢calismalarda, kullanilan GSH analogu, GSH ve CDNB substratlarina karsi
yarigmali bir inhibisyon ile katalitik olarak aktiviteyi inhibe ettigini de tespit etmislerdir.



20

Sluis-Cremer vd. (1996), GST = {iizerindeki ¢alismalarinda, oksidatif inaktivasyon
isleminden sonra eski konformasyonuna geri dondiigiinii tespit etmislerdir.

Ploemen vd. (1996), alkol bagimliliginda tedavi amagla kullanilan disiilfiram (DSF)
ilacin1 ve onun indirgenmis yapida bulunan dietilditiyokarbomatin (DDTC), insan ve
sican karaciger GST enzimi ile ilgili tepkimesinin geri doniisiimlii inhibisyonu ve zamana
bagli olarak inaktivasyonu ile ilgili ¢aligmislardir. Sonug olarak en yiiksek hassasiyetin,

sistein bulundurmayan, insan GST o 2-2 izoenziminde oldugu raporlanmuistir.

Luty vd. (1998), DDVP siganlara, 0-72 saat araliklarinda diklarvos 4 mg/kg doz
intraperitonal vermislerdir. Sonugta karacigerden alinan dokularda digerlerine gore
yiiksek oranda GST enzim aktivitesinin artmis oldugu goriilmistiir. GST aktivitesindeki

farkliligin sebebi olarak ise hiicre membranin yapist ile ilgili yorum yapilmistir.

Eaton ve Bammler (1999), yaptiklar1 ¢alismada sitozolik, mitokondrial ve MAPEG GST
enzim siiper ailesine dair siiflandirilma isleminde protein yapisinin ve dizisinin
belirleyici bir 6zellik gosterdigini belirtmiglerdir. Bu enzim simiflar1 yapilarina gore
incelendiginde; sitozolik GST’lerin 13 sinifa ayrildig: tespit edilmistir. Bu siniflar alfa,
beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi, ve omegadir. Mitokondrial
GST’ler kappa sinifina dahil edilirken, mikrozomal GST’lerin MAPEG siiper ailesine ait

alt gruplardan olustugu rapor edilmistir.

Gadagbui vd. (2000), kedi baliginin bagirsak dokulardan elde edilen GST’yi saflastirip
incelemiglerdir. Yapilan c¢alisma sonucunda enzim 107 umol/ mg spesifik aktivitede,
yaklasik olarak %87 verimle 100 Kkat saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesi takriben
26,7 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir. Molekiil kiitlesi iki alt birimden olusmaktadir.
Enzimin subsratlar1 ile yapilan ¢alismalarda ise GSH ve CDNB’ye ait Km degerlerini 0,19
mM ve 0,43 mM oldugunu 6lgmiislerdir.

Celik vd (2003), plasental GST-rn enzimini, 2,628 pmol/mg spesifik aktivite ve yaklasik
% 0,5 verimle 16 kat olarak saf hale getirmiglerdir. Karakterizasyon caligmalari
neticesinde substrat olarak kullanilan GSH’1in Km’si 2 mM, Vmax ise 11,1 EU/mgdk,
diger bir substrat olan CDNB’ye ait Ky degeri 0,55 mM, Vmax ise 35 EU/mgdk oldugu

belirlenmistir. Saf hale getirilen enzimin aktivitesi bazi ilaclarla incelenmistir.
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Ampisilinin, dis ortamda ortamda enzime dair aktiviteyi yaklasik olarak %50-55 oraninda

inhibasyona ugrattig1 rapor edilmistir.

Casalino vd. (2004), tabiatin Kirletilmesi sonucu meydana gelen agir metal
zehirlenmeleriyle ilgili ¢alisma yapmislardir. Bu c¢alismada Cd ve Mn agir metal
katyonlar1 ile sicandan alinan karaciger dokusu iizerinde c¢alisilmis ve bu iyonlarin
karacigerde bulunan GST enziminin aktivitesine olan etkisi incelenmistir. Sigana 2,5
mg/kg CdCl; veya 2,0 mg/kg MnCl; tuzlar1 tek doz olarak verilmistir. Sonug itibariyle
sonraki giinde enzim aktivitesinin yaklasik olarak %36 oraninda artis gosterdigi

Olclilmiistiir.

Gyamfi vd. (2004), bir bitkiden saflastirdiklar1 thonningianin A (ThA), labaratuvar
ortaminda karacigerde bulunan sitozolik GST ile muamele etmislerdir. Sonugta oldukca

kuvvetli bir inhibitor etkisi meydana getirdigini rapor etmislerdir.

Hee ve Joong (2005), GST enzimi maruldan saflastirarak elde etmislerdir. Bu enzimi
yaklagik olarak % 9,6 verimle, 403 kat saflastirarak izole etmislerdir. Enzimin molekiil
kiitlesi, 23 kDa diizeyinde oldugu tespit edilirken jel filtrasyon kromatografisi metodu ile

48 kDa civarinda bir deger bulunmustur.

Al-Mustafa (2006), metal iyonlarini1 kullanarak labratuvar ortaminda insan eritrositleri
iizerindeki etkilesimlerini incelemistir. Bu ¢alismada Cr*® metal katyonunun glutatyon
peroksidaz enzimine ait aktiviteyi artirdigi gézlenmistir. Glutatyon rediiktaz aktivitesi
izerinde ise negatif bir etki ortaya koyarak aktiviteyi diisiirmiistiir. Deney sonucunda yine

hem GST ve hem de katalaz enzim aktivitelerinin degismedigi rapor edilmistir.

Tiirkanoglu (2007), insan kan serumdan izole edilen GST enzimi aktivitesi baz1 metal
iyonlarinin etkilerini incelenmisitr. Deney sonucunda Cd*?, Hg*? ve Ni*? katyonlarin GST

enziminin aktivitesini azaltti1 rapor edilmistir.
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Chun-hua Zhang vd (2013) piring kullanilarak izole edilen GST ile olan Cd*? katyonunun
inhibisyona dair etkilerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada Cd*2 katyonunun enzimi

inhibasyona ugrattig1 rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Gerekli Kimyasal Maddeler

Yaptigimiz deneysel ¢alismalarda kullanilan TEMED, CDNB, GSH, sodyum dodesil stilfat
(SDS), trihidroksimetilaminometan (Tris), Sephadex G-150, Coomassie Brillant Blue G-
250, brom timol mavisi, akrilamid, N, N’-metilen bisakrilamid, amonyum persiilfat,
glutatyon agaroz, B-merkaptoetanol, sodyum hidroksit, sodyum kloriir, sodyum asetat,
hidroklorik asit, fosforik asit, asetik asit, glisin, gliserin, potasyum fosfat, potasyum
bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, izopropanol, etanol, metanol, Sigma ve
MERCK?’den temin edildi.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolab1 : Argelik

Calkalayici : Lab. Companion SK-300
Elektroforez gii¢ kaynagi  : EC 300 XL

Elektroforez tank1 : Bio Rad

Hassas terazi : Denver Instrument S1-234
Kar makinesi : Hoshizaki Ice Maker FM-80EE
Karistirici : SK-300

Manyetik karistiric - IKA C-MAG HS 7
Otomatik pipet : Transferpette, Eppendorf
Peristaltik pompa : ATTA SJ-1220

pH metre : Thermo Orion 3 star
Homojenizator : KA T 25 Ultra-Turrax
Sogutmali santrifiij : Universal 320 R, Hettich
Spektrofotometre : UV-1800, Shimadzu CC-10
Vorteks : Velp Scientifica SK-300

Cozeltilerde saf ve deiyonize su kullanilmistir.
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3.1.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.3.1. Aktivite Ol¢iimii Icin Hazirlanan Cézeltiler

1. 25 mM CDNB Cozeltisi: 101,29 mg 1-kloro 2,4 dinitrobenzen tartilarak %95°lik
etanol ¢ozeltisinde ¢oziiliip son hacim etanol ile 20 mL’ye kadar ¢ikarilda.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 123,0 mg GSH alinip saf su igerisinde ¢oziilerek son hacmi
20 mL yapildi.

3. KH2PO4 (0,1 M, pH: 6,5): 1,36 g KH2PO4 ve 0,028 g EDTA tartilip 60 mL saf suda
icerisinde ¢oziilerek pH degeri 6,5 olarak sabitlendi. Saf suyla ¢6zeltinin hacmi 100
mL'ye getirildi.

3.1.3.2. Homojenatin Hazirlanmas: i¢cin Gerekli Cozeltiler

1.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF i¢eren 50 mM Tris-HCI (pH: 7,2) Tamponu:
1,219 Tris 160 mL ¢oziilerek ¢ozelti igerisine 0,03 g DTT, 0,054 g EDTA ve 2 mL propanol
icerisinde ¢6ziilen 0,034 g PMSF ilave edildi. Cozeltinin pH’s1 7,2 yapilarak son hacim saf
suyla 200 mL yapildi.

3.1.3.3. Saflastirma Islemi icin Gerekli Cozeltiler

1. 150 mM NaCl ve 10 mM KH2PO4 , (pH:7,4) ( Kolonunun paketlenmesi,
dengelenmesi ve yikanmasi igin kullanilan ¢6zelti): 5,22 g NaCl ve 0,8 g KH2PO4
alinarak oncelikle 400 mL su igerisinde ¢6ziildii. Cozeltinin pH’1 7,4 sabitlenip, ¢ozelti
hacmi su kullanilarak 500 mL’ye getirildi.

2. 2,5mM, 5 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi igeren 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH:9,5)
(Afinite jeline tutunmus olan GST eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 50 mM Tris-HCI
cozeltisi (pH:9,5) iginde GSH ¢oziilerek 10 mM GSH ¢ozeltisi elde edildi. Sonrasinda
5 tiip olacak sekilde gelen gradient olusturuldu. Diisiik derisimlerden baslanarak belli
bir sira igerisinde kolona uygulandi.

3. 0,5 M NaCl ve 0,1 M H3BOs pH: 8,5 (borat tamponu) (afinite kolonunu rejenere
etmek i¢in kullanilan tampon 1): 2,92 g NaCl ve 0,62 g HsBO3 alinip 80 mL saf su
icerisinde ¢ozildi. pH 8,5’e ayarlanarak ¢6zelti hacmi saf suyla 100 mL’ye getirildi.
4. 0,1 M NaCHsCOO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 (Asetat Tamponu) (glutatyon agaroz
afinite kolonunu rejenere etmek i¢in kullanilan tampon 2): 0,82 g NaCH3COO ve 2,92
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g NaCl alinip 80 mL su igerisinde ¢oziildii. pH: 4,5’¢ ayarlanarak ¢ozeltinin son hacmi
saf kullanilarak 100 mL’ye getirildi.

5. %0,02 NaNs3 ¢ozeltisi (Kromatogrofi kolon materyallerini bakterilerden korumak
icin kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNs alinip su igerisinde ¢6ziildii. Cozeltinin hacmi su

kullanilarak 100 mL’ye getirildi.
3.1.3.4. Bradford Metoduyla Protein Tayininde Gerekli Olan Cozeltiler

1. Sigir Serum Albiimin ¢ozeltisi: 1 mg sigir albiimin almip 1 mL suda coziilerek
hazirlandi.

2. Boyama Cozeltisi (Coommassie Brillant Blue): Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifinden 200 mg alinip %95°lik 100 mL etanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti igerisine %95°1ik
fosforik asitten 200 mL eklendi. Saf su kullanilarak ¢6zelti hacmi 2000 mL’ye getirildi.

Cozelti 1s1ktan etkilendiginden dolay1 karanlik bir ortamda saklandi.

3.1.3.5. SDS-PAGE i¢in Hazirlanan Cozeltiler

1.1 M Tris-HCI (pH:8,8): 24,22 g Tris tartilip 140 mL suda ¢6ziildii. pH 8,8’e ayarlanarak
¢ozeltinin son hacmi saf suyla 200 mL’ye getirildi.

2. 1 M Tris-HCI (pH:6,8): 24,22 g Tris tartilarak 140 mL suda ¢oziilerek pH 6,8’¢
ayarlandi. Cozeltinin hacmi su kullanilarak 200 mL’ye getirildi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisi: 0,8 g bisakrilamid ve 30 g akrilamid
tartilarak 69,2 mL saf su icerisinde ¢6ziildii. Bu ¢6zeltinin hacmi su kullanilarak 100 mL’ye
getirildi.

4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 2 g sodyum dodesil siilfat, 18 mL su iginde ¢oziilerek ¢6zeltinin
son hacmi su kullanilarak 20 mL’ye getirildi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 2 g amonyum persiilfat, 16 mL su igerisinde
¢oziilerek son hacim su kullanilarak 20 mL’ye getirildi.

6. Jel yiiriitme tamponu: 3,02 g Tris ve 15 g glisin ve alinarak 900 mL saf suda ¢oziilmesi
saglandi. Bu ¢ozelti igerisine 10 mL %10’luk SDS eklenerek pH 8,5’¢ sabitlendi. Son
hacim saf kullanilarak 1000 mL’ye tamamlandi.
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7. Numune tamponu: 1 mL %10’luk SDS, 0,5 mL, 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1 mL %100’liik
gliserin ve 1 mL %0, 1°lik bromtimol mavisi kullanilarak hepsinin karigtirtlmasiyla ¢ozelti
olusturuldu. Su ile ¢ozelti hacmil0 mL’ye getirildi. Elde edilen bu ¢ozelti kullanilmaya
baslamadan 6nce 950 uL numune i¢in 50 pL B-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi: Jel kromotogrofisi iginde yiiriitilmiis olan proteinleri
sabitlestirmek i¢in %50 izopropanol, %10 TCA, ve %40 su ihtiva eden karisim meydana
getirildi.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit i¢erisinde 0,2 g Coomassie Brillant Blue R250
reaktifi ¢oziilerek elede edilen ¢ozeltiye 100 mL metanol ve 80 mL saf su eklenerek ¢ozelti
¢oOzelti olusturuldu.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 100 mL metanol ile 20 mL asetik asit karistirtlip bu karigima 80
mL saf su eklenerek ¢ozelti olusturuldu.

11. Bromtimol mavisi ¢ozeltisi (% 0,1°lik) : 32 mL, 0,01 M NaOH bazi icerisine 0,2gram

bromtimol mavisi eklendi. Olusan ¢6zeltinin hacmi saf su ile 200 mL ye getirildi.

3.2. Uygulanan Metodlar

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.1. Kalitatif Protein Tayini

Triptofan ve tirozin aminoasitlerinin maksimum olarak absorbans gosterdigi deger 280
nm’dir. Proteinlerin yapilarinda bulunan bu aminoasitlerin Kalitatif tayinleri absorbans
degerlerinin 6l¢iimii ile yapilmaktadir (Segel, 1968). Esit hacimde hazirlanan numunelerin
kalitatif protein tayinleri, kuvarz kiivetlere konulan numunelerin absorbans degerleri

spektrofotometrik yontemle ol¢iilerek yapildi.

3.2.1.2. Kantitatif Protein Tayini

Bradford yontemi kullanilarak proteinlerin kantitatif tayini yapildi. Y6ntemin mekanizmasi
Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinin proteinle kompleks olusturmasi prensibine
baghdir. Eksi yikli Coomassie Brillant Blue G-250, arti yiiklii durumdaki proteine
baglanarak kompleks olusturur. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinin kirmizi renkte

iken Amax=465 nm dalga boyunda ve mavi renkte iken ise Amax=595 nm dalga boyunda
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iki farkli yapida bulunur. Proteinin ile tepkimesi sonucunda kirmizi renk mavi renge
doniisiir. Protein ile boya ¢ok hizli bir sekilde kompleks bir yap1 olusturma kabiliyetine
sahiptirler. Meydana gelen protein-boya kompleksinin maksimum absorbans gosterdigi
deger 595 nm’dir. Bu yontem ile protein tayini 1-100 mg araliklarinda ¢ok hassas ve
saglikl bir sekilde yapilmaktadir (Bradford, 1976).

Kantitatif protein tayininde takib edilen prosediir sdyledir: Oncelikle Standart s1g1r albiimin
¢ozeltisi hazirlandi. 1 ml’sinde 1 mg protein iceren standart sigir albliminden alinarak
tipler igerisine 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konuldu. Daha sonra saf su
kullanilarak mevcut tiiplerin hacmi 100 puL yapildi. Yine her tiiplin igerisine 4,9 mL
renklendirme reaktifi ilave edilerek vorteks kullanilarak iyice karistirilmasi saglandi. Bu
karigimlara 10 dakika siiresince inkiibasyon yapildi. Sonrasinda absorbans degerleri
ol¢timii i¢in spektrofotometre uygun dalga boyuna getirildi. Spektrofotometrede 595 nm
dalga boyunda 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. 100 pL tampon
ve 4,9 mL renklendirme reaktifi kor olarak kullanildi. Elde edilen absorbans degerleri
dikkate alinarak bunlarin karsihigindaki mg protein degerleri ile birlikte standart grafik
hazirlandi. Numuneler tizerinede yapilan ¢alismalarada ise 100 kat seyreltilmis homojenat,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve saflastirilmis oldugumuz enzim ¢d6zeltileri kullanilarak
tiipler hazirlanmis oldu. Bu tiiplerin vorteks ile karigtirilip 10 dakika stiresince inkiibasyon
islemine tabi tutulmasi saglandi. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda absorbans
degerleri olgiildii. Bu islem 3 kez tekrarlanarak 6lgtimlerin aritmetik ortalamasi alindi. Ele

gecen degerler ile standart grafik hazirlanarak protein miktarlar1 6l¢iildii.

3.2.2. GST Enzimi i¢in Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi, glutatyonun bir aromatik elektrofil ile konjugat
olusturma tepkimesini Kkatalizler. CDNB siklikla aromatik elektrofil olarak kullanilir.
Meydana gelen dinitrobenzen S-glutatyon (DNBSG) konjugati 340 nm dalga boyunda
maksimum bir degere sahiptir. Aktivite Ol¢iimii islemi bu dalga boyundaki degisim
Olgiilerek gerceklestirilir. Yukarida mekanizmasini verdigimiz bu yoOntemle aktivite

ol¢timii yapildi.
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Sekil 3.1. GST enzimine dair aktivitenin Spektrofotometrik yontemle belirlenmesinde kullanilan {irliniin

olusum mekanizmasi (Habdous et al., 2002).

CDNB, GSH ortamda bulunmadiginda ¢ok yiiksek bir hizla GST’nin aktivitesini
diigiireceginden, tepkimenin CDNB ile baslatilmasi zaruridir. Aktivitenin 6l¢iilmesi
amaciyla hacmin tamami 1mL’ye tamamlanacak sekilde Tablo 3.1°de verilen ¢ozeltiler
olusturuldu. Sonrasinda kiivetlerin spektrofotometreye yerlestirilip okunmasiyla degerler
elde edildi. Spektrofotometre ile {i¢ dakika siiresince aktivite olglimleri yapildi. Baslangic
ve sonug degerleri kaydedildi. (Habig et al., 1974).

Tablo 3.1. Aktivite 6l¢glimiinde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari

Kiivet Igerisindek Maddeler Kor (uL) Numune (uL)
0,5 M aktivite tamponu 200 200
25 mM CDNB 20 20
20 mM GSH 50 50
Saf su 730 720
Enzim numunesi - 10

Enzim iinitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.

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

EU: 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD: Bir dakika igerisinde olusan absorbans degisimi miktari

9,6: Ekstinksiyon katsayist (1 mM DNB-SG’nin olusturdugu absorbans degeri)
VT: Olgiilen kiivetlerin toplam hacimleri

VE: Olgiilen kiivet icerisine eklenen enzimin hacmi

SF: Seyreltilme islemi yapilan 6rnekler i¢in kullanilan seyreltme faktorii
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3.2.3. GST Enziminin Saflastiriimasi icin Kolon Jelinin Hazirlanmasi

Enzimin saflastirilmasinda afinite kromatografisi yontemini kullandik. Oncelikle kati
partikiilleri uzaklastirildi. Bunun i¢in 10 mL hacmindeki bir kolon i¢in 1 g nem igermeyen
glutatyon- agarose, 200 mL saf suyla karigtirilarak iki ii¢ defa yikama gerceklestirildi.
Yikama siireci sonrasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis olan jelin havasini almak iizere su
trompu kullanildi. Jeli siispanse etmek amaciyla belirli 6lgtide dengeleme tamponu (0,05
M K-fosfat pH: 7,4, 1 mM EDTA ve 1 mM DTT) eklendi. Daha sonra hazirlanan jelin
sogutmali kolona paketlenmesi saglandi. Paketlenmis olan jelin yikanmasi ve
dengelenmesi peristaltik pompa kullanilarak gergeklestirildi. Eluatin ve tampon ¢dzeltinin
absorbans ve pH degerlerinin yaklagik olarak esit hale getirilmesiyle kolon dengeye

getirilerek hazirlandi. (Giivercin et al., 2008).

3.2.4. GST Enziminin Tavuk Yiireginden Saflastiriimasi

3.2.4.1. Tavuk Yiireginin Tedarik Edilmesi ve Homojenatin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan yiirek Bingo6l et ve siit kurumundan soguk zincir kurallarina gore
temin edildi ve -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi. Homojenat ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in donmus yiirek kiigiik pargalara ayrildi. Daha sonra 5 gr tavuk yiiregi alindi.
Alnan yiirek miktarinin {izerine 3 kat1 miktarinda homojenat tamponu eklenerek buz kalibi
icerisinde homojenizatér kullanilarak homojen hale getirildi. Sonrasinda elde edilen
homojenat ependorf tiipleri igerisine konularak 13.000 x g de bir saat siiresince
santrifiijleme islemi gerceklestirildi. Bu islemden sonra ¢okelek kismi ayrilarak

homojenatin elde edilmesi saglandi. Yukarida anlatilan igslemler +4 °C sicaklikta yapildi.

3.2.4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz Islemleri

Elde edilen homojenat icin %0-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70, %70-80,
%80-90 ve %90-100 degerleri arasinda kat1 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak tavuk
GST’nin ¢oktiirme araligi belirlendi. Coktiirme islemi yapilirken; (NH4)2SOs =
1,77.V.(S2- S1)/3,54-S2 denklemi kullanild1 (V: Hacim, S1: Ilk yiizde, S2: Son yiizde).

Coktiirme islemi yapilirken kat1 (NH4)2SO4 kontrollii bir sekilde homojenata ilave ederek
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manyetik karistirici ile tamamen ¢6ziindii. Her basamakta tuzlu homojenat 13500xg’de 15
dakika siireyle santrifiij edildi. Bu sekilde safsizliklara neden olan proteinlerin ¢6kmesi
gerceklestirildi. Bu islemler esnasinda her asamada ¢okelegin ve siipernatantin aktiviteleri
Olciildii. Boylece Aktiviteye sahip olan tiipler tespit edildi. Coktiirme islemi sonucunda
olusan karigim diyaliz torbasi i¢erisinde yaklasik olarak iki saat boyunca diyaliz tamponuna
(10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA pH=7,5) kars1 diyaliz islemi gergeklestirildi. Bu islemler
yine +4 °C’de yapildi.

3.2.4.3. Afinite Kromotografisi ile Enzimin Saflagtiriimasi

Coktiirme islemi ve diyalizden sonra elde edilen enzim numunesi peristaltik pompa ile akis
hiz1 20 mL/saat yapilan ve 10 mM KH2PO4 ve 0,1M KCI, pH: 8,0 tamponu ile dengelenmis
olan glutatyon agaroz afinite kolonuna uygulandi. Sonra kolon yikama iglemine tabi tutldu.
Bu islem10 mM KH2POs ve 0,1M KCI, pH: 8,0 tampon ¢ozeltisiyle gerceklestirildi.
Spektrofotometrik 6l¢lim esnasinda fraksiyonlarda Slgiilen absorbans degerlerinin kore
yaklasik olarak esitlenmesi sonrasinda yikama islemi tamamlandi. Enzimin saf olarak elde
edilmesi i¢in gradientli eliisyon yapildi. Hazirlanan Eliisyona ait ¢ozelti, 50 mM Tris-HCI
ve (1,25-10 mM, pH: 9,5) GSH igeren ¢ozeltiden meydana getirildi. Sonrasinda elde edilen
eliatlarin  eppendorf tiiplerine konularak 340 nm dalga boyuna ayarlanan
spektrofotometrede aktiviteleri 6lgiildii (Toribio et al., 1996).

3.2.5. Enzim Safhiginin Kontrolii

Laemmli’nin 6nerdigi metodla enzimin saflik derecesinin kontrolii gerceklestirildi. Bunun
icin  %3-15 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
gergeklestirildi. Isleme baslamadan 6nce alkol ve su kullanilarak elektroforez plakalarinin
temizlenmesi gerceklestirildi. Sabitleme isleminden sonra plakalar jel hazirlama kabinine
yerlestirildi. Sonrasinda ayirma jeli hazirlanarak dikkatli bir sekilde plakalara iist taraftan
5 cm’lik mesafe olacak sekilde yavas yavas doldurma islemi yapildi. Sonrada ayirma
jelinin katilastigi gézlendi. Yigma jeli Tablo 3.2°de ifade edildigi gibi hazirlandi. Yigma
jel plakalarin st kisminda bulunan bosluga doldurulup dikkatli bir sekilde tarak
yerlestirildi. Bu sekilde kuyular olusturulmaya calisildi. Jelin katilasma siireci

tamamlandiktan sonra tarak gekilip alinarak numune kuyucuklari elde edildi. Kuyulara
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konulacak Enzim numuneleri 100 pL enzim, 100 pL numune tamponu ve 50 pL gliserin
alinarak hazirlandi. Bu numuneler 5 dakika siiresince kaynamakta olan su banyosunda
tutuldu. Sonrasinda bu kuyucuklara konulacak standart proteinlerin ve enzim
numunelerinin hangi kuyuya yerlestirilecegi tespit edilererek yiikleme islemi yapildi.
Hazirlanan jel plakalar elektroforez tankina konularak tankin igerisine belirli bir hacimde
yiiriitme tamponu eklendi. Bu sekilde elektroforez islemine gegildi. Bunun igin 80 voltluk
akim altinda 25 dakika siiresince yiiriitilme Saglandi. Bu sekilde kuyucuklara uygulanan
standart ve enzim numunelerinin ayirma jeline ulasmalar1 gergeklestirildi. Sonrasinda akim
120 volt’ta ¢ikarilarak elektroforez islemine devam edildi. Bu islem enzim numunelerinin
jelin alt kismina gelinceye kadar devam edildi. Numune tamponuna eklenen brom timol
mavisi ile numune takibi yapildi. Numunelerin hareketleri sabitlesince islem bitirilerek
akim kesildi. Oldukga dikkatli bir sekilde plakalar arasindaki jeller ¢gikartilip sabitlestirme
¢ozeltisi icerisine konuldu. Sabitlestirme islemi 30 dakika siiresince devam etti. Boylece
jelde bulunan proteinlerin sabitlestirilmesi gergeklestirildi. Bu islemden sonra jel boyama
cozeltisine konularak calkalama cihaz ile 120 dakika siiresince boyama yapilmis oldu.
Boyama isleminden sonra yikama islemi gerceklestirildi. Jel yikama ¢ozeltisi igerisinde
calkalayici cihazda belli bir siire tutuldu. Sonugcta protein bantlarinin tamamen belirgin hale
gelmesi saglandi. Yikama ¢ozeltisinden ¢ikartilan jelin fotografi ¢ekilerek deney bitirilmis

oldu.
Tablo 3.2. Elektroforez isleminde kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari
Yigma Jeli Ayirma Jeli

1 M Tris-HCI pH:8,8, 5 mL 1M Tris-HCI pH:6,8 440 uL
%30’luk akrilamid ve %0,8’lik  %30’luk akrilamid ve %0,8’lik

bisakrilamid 4,4 mL bisakrilamid 800 pL
%10’luk SDS 200 pL %10’luk SDS 30 pL.
TEMED 130 pL. TEMED 30uL

Saf su 3,130 mL Saf su 2,450 mL

%10’luk PER 100 puL %10’luk PER 30-50 puL
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3.2.6. SDS-PAGE ile GST Enziminin Molekiil Kiitlesinin Tayini

Laemmli (1970), metodu uygulanarak izole edilen GST enziminin molekiil agirlig
belirlendi. Standart protein olarak, 10,5, 14, 22, 29, 42, 51, 62,70, 95, 130 ve 175 kDa
agirhigindaki standart proteinler kullanildi. Onceden elde etmis oldugumuz jel fotografi
yardimiyla standart proteinlere ait olan Rt degerlerinin elde edilmesiyle Rf-log Ma standart
grafigi hazirlandi. Yine elde edilen jel fotografi kullanilarak tavuk yiireginden
saflastirdigimiz GST enzimine ait alt birimlerin R¢ degeri bulundu. Bulunan bu degerler
kullanilarak standart grafik tizerinden log Ma degeri bulundu. Bu degerin antilogaritmasi
hesaplanarak saflastirmis oldugumuz enzimin molekiil agirligi bulundu. Proteinlere ait
olan Rf degerleri; Rf=Xe / Xboya formiilii sayesinde tepit edildi. Xe= Proteinin yiiriime

mesafesi, Xnoya= Boyanin yiiriime mesafesi.

Rf=Xe / Xboya formiiliinden hareketle hesaplandi.
Xe= Proteinine ait olan yiiriime mesafesi,

Xboya= Boyaya ait olan yiiriime mesafesi

3.3. Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Optimum pH’nin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Tavuk yiireginden izole edilen GST’nin optimum pH’sin1 tepit etmek tizere pH’s1 7,0, 7,5,
8,0, 8,5 ve 9,0 olan potasyum fosfat ve pH’s1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 degerlerinde Tris-HCI,
tampon ¢ozeltileri olusturuldu. Bu tampon ¢ozeltiler kullanilarak enzime dair aktivite

degerleri Olciildii.

3.3.2. Stabil pH’nin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Tavuk yiireginden saflastirilarak elde edilen GST enziminin stabil pH'sim1 elde etmek
amaciyla pH'lan1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan potasyum fosfat ve 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0
olan Tris-HCI tampon ¢6zeltileri olusturuldu. Daha sonra ependorf tiipler igerisine 750 uLL

hazirlanmis olan tampon ¢ozeltisi ve 250 pL enzim ilave edilerek aktivite Ol¢iimleri
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yapildi. Her giin ayni saatlerde olmak iizere ol¢limler 3 gilin boyunca 12 saat araliklarla

gerceklestirildi. Bu 6l¢iimler neticesinde enzime ait olan stabil pH belirlendi.

3.3.3. Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Yénelik Cahsmalar

Izole edilen GST’nin optimum aktivitede hareket edecegi iyonik siddetin belirlenebilmesi
amaciyla 100, 200, 300, 400, 500,600, 700 mM Tris-HCI ve K-fosfat tampon ¢ozeltileri
olusturuldu. Hazirlanan bu tampon ¢6zeltilerin pH’lar1, optimal pH degeri dikkate alinarak

aktivite degerleri olgiildii.

3.3.4. Optimum Sicakhigin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Saflagtirilan GST enzimine ait optimum sicaklik Ol¢limiinii yapmak iizere isitma ve
sogutma Ozelligi olan su banyosunda islemler yapildi. Optimum pH ve optimum iyonik
siddeti belirlenmis olan ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra su banyosu istenilen sicakliga
getirildi. Aktivitesi oOl¢iilecek olan tampon ve substratlar kiivet igerisine konularak su
banyosunda yaklasik 5 dakika bekletildi. Bu kiivet iizerine enzim eklenerek aktivite
ol¢timii yapildi. 0 °C ile 80 °C dahil olmak {izere ve her 10 °C araliginda aktivite 6l¢timleri

gerceklestirildi.

3.3.6. Enzimin Substratlar1 Olan GSH ve CDNB icin Km Ve Vmax Degerlerinin Elde

Edilmesine Yonelik Calismalar

Saflastirilmis olan GST enziminin substratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Kyv ve Vmax
degerlerinin tepit edilmesi amaciyla her birinin konsantrasyonu sabit tutularak optimal
sartlarda aktivite dlgiimleri gerceklestirildi. Oncelikli olarak GSH konsantrasyonu sabit
tutlarak CDNB’nin 5 farkli konsantrasyonuyla aktiviteler 6lgiildii. Olgiilen degerler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu. CDNB’ye ait olan Km ve Vmax
degerleri bu grafik vasitasiyla belirlendi. Ayni islemler CDNB derisimi sabit alinarak
tekrarland1. 5 farkli 6lgtimden sonra yine Lineweaver-Burk grafigi elde edilerek GSH’a ait
olan Km ve Vmax degerleri bulundu. Aktivite 6l¢iimleri optimal sartlarda gergeklestirildi
(Lineweaver and Burk 1934).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Amonyum Siilfat Céktiirme Islemi Sonuclar

Izole edilen GST’nin ¢oktiirmesine dair islem bolim 3.2.4.2°de ifade edildigi iizere
gergeklestirildi. Bu enzimin ¢oktiiriilmesine ait olan aralik Tablo 4.1 ve sekil 4.1°deki

degerler kapsaminda %20-80 araliginda yaklasik olarak tepit edilmis oldu.

Tablo 4.1. Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi isleminin sonuglari

Amonyum Siilfat (%) Siipernatant (EU/mL) Cokelek (EU/mL)

0-20 3,513 1,081
20-30 2,618 1,267
30-40 2,534 1,284
40-50 2,256 1,441
50-60 2,291 1,501
60-70 2,788 1,51
70-80 1,211 1,562
80-90 0,635 1,631

90-100 0,305 1,805
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Sekil 4.1. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi grafigi

4.1.2. Kantitatif Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemi kullanilarak homojenattan ve afinite kromatografisi sonucu edilen
numuneler lizerinden Kantitatif protein tayini gergeklestirildi. Standart grafik ¢izimi ise
boliim 3.2.1.2.°de ifade edildigi gibi olusturuldu. Sigir serum albiimin ¢ozeltileri standart
grafik olusturmak iizere hazirlandi. Bu ¢ozeltilerdeki pg proteine karsilik elde edilen

spektrofotometrik 6l¢iimler Sekil 4.2°de gosterildi.



Tablo 4.2. Kantitatif protein tayininde kullanilan BSA ¢6zelti miktarlar1 ve absorbanslari

BSA (ng) Absorbans (nm)
10 1,323
20 1,434
30 1,531
40 1,600
50 1,620
60 1,711
70 1,787
80 1,882
90 1,900

100 1,875

y =0,0064x + 1,3117
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Sekil 4.2. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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4.1.3. Afinite Kromatografisi Aktivite Sonuglari

Hazirlanmis olan homojenatin amonyum siilfat ile muamele edilmesiyle ¢oktiirme islemi
gerceklestirildi. Daha sonrasinda kolona yiikleme islemi yapildi. Boliim 3.2.4.3’te ifade
edildigi tizere gradientli eliisyon ile elde edilen eliiatlar kullanilarak enzimlerin aktiviteleri

olciildii. Olgiimlere ait degerler Sekil 4.3’ de gosterildi.

Tablo 4.3. Eliiatlardaki aktivite degerleri

Tiip Sayisi Aktivite (EU/mL)
1 0,001
0,006
0,041
0,211
0,229
0,256
0,371
0,261
0,149
0,093
0,072

O OO ~NO Ol Wi

e
(N )

0,4

0,35
0,3

E 0,25
E; ’ - —~
“
o 02
b=
>
s 0,15
=
< \

0,1

N
0,05
0 e
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tup Sayisi

Sekil 4.3. GST enziminin afinite kolonundan saflagtirilmasi grafigi

4.1.4. Saflastirma Sonuglari
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Yapilan 6l¢timlerden sonra saflastirma tablosu olusturuldu. Bu tablo olusturulurken tavuk
yiiregi homojenati ve afinite kromatografisi sonunuda elde edilen saf enzim igin aktivite,
protein, toplam protein, toplam aktivite, spesifik aktivite, ylizde verim, saflastirma

katsayisi gibi pek ¢ok deger hesaplanarak bu sonuglar Tablo 4.4’te gosterildi.

Tablo 4.4. Saflagtirma sonuclari

Numune Toplam  Aktivite  Protein Toplam  Toplam Spesifik % Saflastirma
Tiri Hacim (EU/mL) (mg/mL) Protein  Aktivite Aktivite Verim  Katsayisi
m .. ..

(mL) (mg) (ED) (EU/mg)
Homojenat 11 1,010 2,34 25,74 11,11 0,431 100 1
Amonyum 6 1,456 3,25 19,50 8,73 0,448 78,57 1,039
siilfat
Afinite 12 0,371 0,041 0,492 4,452 9,048 40 20,99

Kromatografisi

4.1.5. SDS-PAGE Yontemi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Coktiirme ve afinite kromatografisi basamaklarindan sonra ele gecen GST’nin safligini
tepit etmek icin bolim 3.2.5’te ifade edildigi gibi SDS-PAGE yontemi kullanild:.
Elektroforez isleminde standart proteinler ve GST’ye ait olan enzim numuneleri dikkatli
bir sekilde ve belirli bir sirayla kuyulara tatbik edildi ve yiiriitme gergeklestirildi. Sonugta
saflastirilan enzim ve standart proteinleri gosteren bantlar elde edildi. Elde edilen jelin

bantlar1 gosteren fotografi elde edilerek Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4. Saf GST enziminin SDS- PAGE fotografi (Kuyu 1 ve 2: Saf enzim, Kuyu 3: Standartlar (Protein
Marker PS11): 10,5, 14, 22, 29, 42,51, 62,70, 95, 130 ve 175 kDa)

4.1.6. Enzimin Alt Birimlerinin Mol Kiitlelerinin Belirlenmesine Dair Sonuclar

Tavuk yiireginden izole edilen GST enzimine ait olan alt birimlerinin mol kiitlesini tepit
etmek i¢in boliim 3.3.5’te agiklandig1 gibi saflastirilmis olan enzim kesikli SDS-PAGE’de
ylritiilerek bantlar olusturuldu. Olusan bantlara ait fotograf Sekil 4.4’de gibi elde elde
edildi. Bu fotograf kullanilarak standart proteinlere ve enzime ait Rf degeri olgiildii. Bu
olgtimler sonucunda ¢izilen log MK-Rf standart grafigi Sekil 4.5.’teki gibi olusturuldu.
Elde edilen grafik kullanilarak tavuk yiireginden saflastirilan glutatyon S-transferaz
enzimine ait olan alt birimlerinin mol kiitlesi ise 20,94 kDa olarak bulunmus oldu.
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2,4

y =-1,6317x + 2,5481

Sekil 4.5. Enzimin alt birimlerinin mol kiitlesinin hesaplanmasi igin ¢izilen LogMk-Ry grafigi

4.2. Karakterizasyon Calismalarina Dair Sonuclar

4.2.1. Optimum pH’nmin Olciilmesine Dair Calisma Sonuclari

Tavuk yiireginden saflastirilan GST enzimine ait olan optimum pH degerini belirlemek i¢in
3.3.1’de anlatildig1 gibi pH degeri 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan potasyum fosfat ve pH
degeri 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI tamponlardan miitesekkil ¢ozeltiler kullanildi.
GST enzimine ait her bir tamponun aktivite degerleri spektrofotometre ile 6lgiildii. GST
enzimine ait optimum pH degeri ise Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmis oldugu ilizere
Tris-HCI tamponu i¢in pH = 8,5 olarak bulundu.

Tablo 4.5. Optimum pH tesipiti i¢in elde edilen aktivite sonuglari

pH Tris-HCI pH K-Fosfat
7 - 7 0,232
7,5 0,288 7,5 0,343
8 0,263 8 0,552
8,5 0,805 8,5 0,593

9 0,364 9 0,527
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Sekil 4.6. Optimum pH’nin hesaplanmasinda kullanlan aktivite-pH grafigi

4.2.2. Stabil pH’nin Olciilmesine Dair Cahsma Sonuclar:

Tavuk yiireginden saflagtirilan GST enzimine ait olan stabil pH’nin belirlenebilmesi i¢in
uygun iyonik siddette ve birbirinden farkli pH degerlerinde tampon cozeltiler hazirlandi.
Bu ¢6zeltilerin hazirlanmalar1 boliim 3.3.2°de ifade edildi. Bu tamponlardaki enzimlere ait
aktiviteler her giin ayn1 saatte olmak iizere 3 giin boyunca 24 saatte bir spekrofotometre ile
olgiildii. Olgiimler neticesinde GST enzimine ait stabil pH degeri Tris-HCI igin pH: 8,5
olarak saptandi. Bu caligmaya ait olan degerler Tablo 4.6 ve Sekil 4.7°da gosterildigi
gibidir.

Tablo 4.6. Stabil pH tesipiti i¢in K-fosfat ile elde edilen aktivite sonuglari

Zaman (Giin) PH=55 PH=6 PH=65 PH=7 PH=75 PH=38
1 0,041 0,111 0,336 0,232 0,878 1,531
2 0,065 0,09 0,239 0,236 0,493 0,75

3 0,076 0,236 0,277 0,333 0,736 1,003
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Sekil 4.7. Fosfat tamponu i¢inde Stabil pH’nin belirlenmesinde kullanilan grafik

Tablo 4.7. Stabil pH tesipiti i¢in Tris-HCI ile elde edilen aktivite sonuglari

Zaman (Giin) pH=7,5 pH= 8,0 pH=8,5 pH=9,0
1 0,076 0,506 1,138 2,559
2 0,159 0,347 1,107 1,177

3 0,232 0,364 0,826 2,072
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Sekil 4.8. Tris-HCI tamponu i¢inde Stabil pH’nin belirlenmesinde kullanilan grafik

4.2.3. Optimum TIyonik Siddetin Olciilmesine Dair Sonuclar

Tavuk yiireginden izole edilen GST enziminin aktivite 6l¢timii yapilirken uygun olan
iyonik siddetin belirlenebilmesi amaciyla daha onceden yapilan galismalar sonucunda
bulunan optimum pH’da K-fosfat ve Tris-HCI tamponlarmin farkli konsantrasyonlardaki
cozeltiler Boliim 3.3.3’te ifade edildigi gibi olusturuldu. Konsantrasyonlar1 farkli olan
KH2POs ve Tris/HCI tampon ¢ozeltilerindeki enzim aktiviteleri spektrofotometreyle
olgiildii. Tavuk yiireginden izole edilen GST enzimine ait iyonik siddet degeri Tablo 4.8
ve Sekil 4.9°de oldugu gibi Tris-HCI tampon ¢ozeltisinde 0,2 M olarak belirlendi.

Tablo 4.8. Optimum iyonik siddetin i¢in elde edilen aktivite 6l¢ciim sonuclari

iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,1 1,861
0,2 1,965
0,3 1,604
0,4 1,493
0,5 1,479
0,6 1,111

0,7 0,913
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Sekil 4.9. Iyonik siddetin belirlenmesinde kullanilan aktivite-konsantrasyon grafigi

4.2.4. Optimum Sicakhigin Belirlenmesine Dair Sonuclar

Izole edilen GST’nin optimum sicakligim tepit etmek igin optimum pH’da ve optimum
iyonik siddette tamponlar hazirlandi. B6lim 3.3.4’de anlatild 181 tizere 0 °C ile 80 °C
degerleri arasinda 10 °C’lik artiglar yapilarak aktiviteler 6lgiildii. GST enzimine ait olan
optimum sicaklik degeri Tablo 4.9 ve Sekil 4.10’de ortaya konuldugu gibi 55°C olarak

saptandi.

Tablo 4.9. Optimum sicakligin belirlenmesi igin elde edilen aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,128
10 0,131
20 0,055
30 0,212
40 0,44
50 0,555
60 0,68
70 0,368

80 0,281
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Sekil 4.10. Optimum sicakligin belirlenmesinde kullanilan aktivite-sicaklik grafigi

4.2.5. Enzimin Substratlar1 I¢in Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Dair

Sonuglar

Saflastirilmis olan GST enzimine ait olan GSH ve CDNB substratlar1 i¢in Km ve Vmax
degerlerinin sayisal olarak bulunmasi islemi bolim 3.3.6’de ifade edildigi gibi
gerceklestirildi. Bu islem i¢in CDNB’nin konsantrasyonu 25 mM’ da sabit tutularak buna
karsilik 5 farkli GSH konsantrasyonuyla aktivite Ol¢iimleri yapildi. Bulunan degerler
kullanilarak 1/[GSH]-1/V grafigi olusturuldu. Elde edilen grafik yardimiyla Km ve Vmax
degerleri elde edildi. CDNB’nin Km ve Vmax degerlerini bulmak amaciyla boliim 3.3.6°da
belirtildigi gibi GSH’in 20 mM’hik sabit derisimine karsihlk 5 farkli CDNB
konsantrasyonuyla aktivite Olglildii. Bu oOlgimlerden hareketle 1/[CDNB]-1/V grafigi
hazirlandi. Bu grafik kullanilarak Km ve Vmax degerleri belirlendi. Hesaplanan degerler
Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Tablo 4.10 verildi (Lineweaver and Burk 1934).
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Sekil 4.11. CDNB substrati i¢cin Ky Ve Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢izilen grafik
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Sekil 4.12. GSH substrat1 i¢in Ky Ve Vmax degerlerinin belirlenmesine yonelik ¢izilen grafik
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Tablo 4.10. GSH ve CDNB substratlari i¢in elde edilen Ky Ve Vmax degerleri

Substrat Kwm (mM) Vimax (EU/ML)
CDNB 0,798 1,141
GSH 0,087 0,625

4.3. Tartisma

Giliniimiiz diinyasinda yiyecek ve igecekten giydigimiz esyalara kadar pek ¢ok iiriin
sentetik olarak tiretildigi i¢in yiiksek oranda zararli kimyasal maddeler bu iiretim siirecinde
kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddelerin insan ve ¢evreye ¢iddi diizeyde zarar verdigi
yapilan bir¢ok bilimsel ¢alismayla ortaya konulmustur. Ozellikle yiiksek sicaklikta islem
gérmiis olan karbonhidrat ve protein gibi organik maddelerin kansorejen bir etkide
bulunduklar1 rapor edilmistir (Senyuva and Gokmen, 2005). Teknolojinin gelismesine
parelel olarak bu siire¢ igerisinde insan1 ve ¢evreyi tehdid eden pek ¢ok toksik maddenin
de miktar1 kagimilmaz olarak artmigstir. Ornek olarak agir metaller, plastik maddeler, ilag
artiklar1, bdcek ilaglar1 ve bitkisel ilaclar gibi maddeler verilebilir (Ugiincii 2010). Bu
toksisiteyi meydana getiren kaynaklardan birisi de serbest radikallerdir. Endojen ve
eksojen kaynaklardan meydana gelen serbest radikallerin olusmasinda eksojen
kaynaklardan gelen ksenobiyotikler de bulunmaktadir ( Aksoy 2002). Bu tezin ana konusu
olan GST enziminin temel fonksiyonlarindan birisi de viicuda giren bu toksik maddeleri
detoksifikasyon reaksiyonlar1 ile zararsiz hale getirmesidir.( Rebbeck, 1997). Faz Il
tepkimesi sonucunda canli organizmanin reaktif Ozellikteki elektrofilik saldirilardan
korunmasi GST enzimi sayesinde gerceklesir (Awasthi et al. 1980). Akciger, karaciger,
bobrek ve incebagirsak gibi organlarda GST oraninin yiiksek olmasinin nedeni ise viicuda
giren ksenobiyotiklerdir (Gyamfi et al 2004). Bu zararli maddeleri bir takim kimyasal
tepkimeler sonucunda ortadan kaldirmasi nedeniyle GST enzimi dogal koruyucu bir

antioksidan olarak kabul edilmistir.
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Literatiire baktigimizda GST enzimi ilk defa Meister ve arkadaglarinin yaptiklar
caligmalarla 1897 yilinda dolayli olarak saptansa da GST'nin enzim olduguna dair ¢aligma

ilk olarak 1961'de ortaya konmustur (Booth et al., 1961).

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°den goriindiigii gibi elde edilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonuglarinda enzim hemen hemen tiim araliklarda hem ¢okelti ve hem de siipernatantta
onemli miktarda aktiviteye sahip oldugundan ¢alismamizda daha dar bir aralikta ¢oktiirme

araligi tespit edilemedi.

Kalitatif tayin proteinlerin yapisinda bulunan Triptofan ve tirozin aminoasitlerinin 280
nm’de maksimum absorbans degerleri dlciilerek yapildi (Segel 1968). Bu aminoasitler 280
nm’de maksimum absorbans degerlerine sahiptirler. GST enziminin kantitatif tayini ise
Bradford yontemine gore yapildi. Bu yontem arastirmalarda kullanilan diger yontemlere
gore daha spesifik sonuglar vermektedir. Yine bu yontem kullanilan diger yontemlere gore

tekrarlanabilir ve siireg igerisinde bozulmaya karsi daha direnglidir (Bradford 1976).

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’teki eliisyon degerlerinden goriindiigii gibi ilk {i¢ ve son iki eliiatta
kayda deger bir aktivitenin bulunmadig1 ve aktivitenin 7. tiipte maksimuma ulastig1 ve daha
sonra azaldig1 goriinmektedir. Bu aktivite degerleri dikkate alinarak kinetik ¢aligmalarda

kullanilan enzim havuzu i¢in 4., 5., 6., 7., 8. ve 9. tiipler kullanildz.

Sekil 4.4’ten goriindiigii gibi 1. ve 2. kuyuya tatbik edilen saf enzim ¢ozeltisi tek banda
sahiptir ve dolayis1 ile enzimin kullanilan kromatografik metot ile basarili bir sekilde
saflastirilmis oldugu anlasilmaktadir. 3. kuyuda ise yine tatbik edilen standart proteinlerin
her birininin net bantlara sahip olmasi, hem SDS-PAGE ve hem de elektroforez deney

sartlarinin kontrolii a¢isindan 6nemlidir.

Yaptigimiz ¢alismada GST enzimi tavuk yiireginden glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi metodu kullanilarak 9,048 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip olan
enzim %40 verimle 20,99 kat saflastirilarak elde edildi (Tablo 4.4). Onceden yapilan
caligmalara baktigimizda ise farkli sonuglar ile kargilasmak miimkiindiir. Gadagbui vd
(2000), yaptiklar1 calisma ile GST enzimini glutatyon-agaroz affinite kolonu kullanarak
107 umol/ mg spesifik aktivitede, yaklasik olarak %87 verimle 100 kat saflagtirmislardir.
Celik vd (2003), yaptiklari ¢alisma sonucunda, plasental GST-n enzimini, glutatyon-agaroz

affinite kolonu kullanarak 2,628 umol/mg spesifik aktivite ve yaklasik %0,5 verimle 16 kat
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olarak saf hale getirmislerdir. Hee ve Joong (2005), ¢alismalart sonucunda GST enzimini
maruldan elde ederek bu enzimi DEAE- sephadex ve glutatyon-sepharose kolon

kromatografisi metoduyla % 9,6 verimle, 403 kat saflastirarak izole etmislerdir.

Bu c¢aligmada tavuk yiireginden izole edilen GST enziminin karakterizasyon calismalari
sonucunda enziminin alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 20,94 kDa olarak belirlendi (Sekil
4.4 ve 4.5). Literatiire baktigimizda pek ¢ok ¢alismanin yapildigimi goriiyoruz. Singh vd
(1987), yaptiklar1 ¢alismalarda enzimin alt birimlerine ait molekiil kiitlelerini 26,5 kDa-
24,5 kDa arasinda tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Gadagbui vd (2000), kedi
baliginin bagirsak dokulardan izole edilen GST enzimin molekiil kiitlesini takriben 26,7
kDa civarinda belirlemislerdir. Yine baska bir ¢alismada ise Hee ve Joong (2005), enzime

ai molekiil kiitlesini 23 kDa olarak tepit etmislerdir.

Tavuk yiiregi dokusundan saflastirdigimiz GST enzimi i¢in yapilan karakterizasyon
calismalarinda; optimum pH, (Tris-HCI tamponunda) pH= 8,5 olarak belirlendi (Tablo 4.5
ve Sekil 4.6). lIizuka vd (1989), yaptiklar1 ¢alismalarda ise optimum pH’s1 7 olarak tespit
etmislerdir. Insan kan serumu iizerinde yapilan calismada ise izole edilen GST’nin
optimum pH’s1 5,5 olarak belirlenmistir (Tirkanoglu 2007). Baska bir calismada ise
Gokkusagi baliginin kirmizi kan hiicrelerinden izole edilen GST enziminin optimum pH’s1
7,3 olarak bulunmugstur. (Comakli, 2011). Literatiire baktigimizda farkli optimum pH

degerlerinin bulundugu gorilmiistiir.

Calismamizda Stabil pH, (Tris-HCI tamponunda) pH = 8,5 olarak belirlendi (Tablo 4.6 ve
4.7 ve Sekil 4.7 ve 4.8). Iizuka vd (1989), yaptiklari caligmada stabil pH’y1 5 ile 11 arasinda

belirlemislerdir.

Yaptigimiz karakterizasyon ¢alismasinda optimum iyonik siddet, (Tris-HCI tamponunda)
200 mM, olarak tespit edildi (Tablo 4.8 ve Sekil 4.9). Comakl1 (2011), yaptigi ¢alismada
Gokkusag alabalik kirmiz1 kan hiicrelerinden izole ettigi GST enziminin iyonik siddetini

potasyum fosfat tamponunda 10 mM olarak tepit etmistir.

Calismamizda optimum sicaklik degeri 60 °C olarak bulundu (Tablo 4.9 ve Sekil 4.10).
Literatiirdeki diger caligmalara bakildiginda farkli sonuglar tespit edilmistir. lizuka vd
(1989), yaptiklar1 galismada optimum sicaklik degerini 50 °C olarak tespit etmislerdir.
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Tiirkanoglu (2007) yaptig1 ¢alismada ise insandan alinan kan serum o6rneklerinden izole

edilen GST enzimine ait optimum sicaklik degerini 65 °C olarak belirlemistir.

Yaptigimiz calismada tavuk yiireginden izole edilen GST enzimine ait Ku Ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanilarak GSH substrati i¢in Km, 0,087
MM, Vmax 0,625 EU/mL; CDNB substrati icin Km, 0,798 MM, Vmax, 1,141 EU/ mL olarak
hesaplandi (Sekik 4.11, 4.12 ve Tablo 4.10). Bu degerlerle ilgili literatiire girmis olan farkl
calismalar s6z konusudur. Gadagbui vd (2000), kedi baliginin bagirsak dokularindan izole
edilen GST enzimine ait yaptiklari kinetik ¢aligmalar neticesinde enzimin subsratlar1 olan
GSH ve CDNB’nin Km degerlerini sirasiyla 0,19 mM ve 0,43 mM olarak tepit etmislerdir.
Celik vd (2003), yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda GSH i¢in Km degeri 2 mM ve Vmax
degerini 11,1 EU/mL olarak belirlemislerdir. CDNB igin Km degerini 0,55 mM ve Vmax
degerini ise 35 EU/mL olarak tepit etmislerdir.



o1

5. SONUC VE ONERILER

Yasam siireleri boyunca canlilarin viicutlarinda birikmis olan ksenobiyotiklerin zararsiz
hale getirilmesi GST enzmi tarafindan katalizlenen Faz Il reaksiyonlari sayesinde
gerceklesmektedir. Faz II reaksiyonlariyla birlikte canli organizmas: oldukg¢a reaktif
elektrofilik 6zellikteki zararli maddelerin saldirilarindan korunmus olur (Awasthi et al.

1980).

Bir sekilde canli organizmada ortaya ¢ikan zarali maddeleri ortadan kaldirmak tizere GST
enzimi detoksifikasyon tepkimelerini gergeklestirir. Bu tepkimelerde enzim pek ¢ok
organik yapidaki anyonla baglanabilmektedir. Tepkimenin mekanizmasi sdyledir; GST
enzimi glutatyon ile substrati birbirlerine yaklastirmak iizere aktif bolgesine baglar,
bdylece GSH {izerinde bulunan siilfidril grubunun aktif hale gelmesi saglanir. Sonrasinda
ise GSH ile saldirgan eleoktrofilik substrat etkilisime girererek zararli olan bilesikler
zararsiz hale doniistiiriilmiis olurlar. GST enzimi bu 6zelligi sayesinde bir antioksidan

olarak kabul edilmektedir.

Canl1 yapisiin savunma sisteminde ¢ok énemli gorevi bulunan GST enzimi halen pek ¢ok
canli organizmasindan saflastirilmaktadir. izole edilen bu GSTenzimlerinin karakteristik

Ozellikleri incelenmektedir.

Sonug itibariyle bizim yaptigimiz ¢alismada da GST enzimi tavuk yiireginden amonyum
stilfat ¢coktiirmesi ve glutatyon-agaroz afinite kromatografisi yontemi kullanilarak 9,048
EU/mg protein spesifik aktivite ile % 40 verimle 20,99 kat saflastirildi. SDS-PAGE
yontemiyle enzimin saflik kontrol yapilarak enziminin molekiil kiitlesi ise takriben 20,94
kDa olarak belirlendi. Sonrasinda ise Kkarekterizasyon ve Kinetik c¢alismalari
gergeklestirildi. Yapilan ¢alismalarda; Optimum pH, (Tris-HCI tamponunda) pH= 8,5
olarak tespit edildi. Optimum iyonik siddet, (Tris-HCI tamponunda) 200 mM olarak
hesaplandi. Stabil pH, (Tris-HCI tamponunda) pH = 8,5 ve optimum sicaklik 60 °C olarak
bulundu. Saf enzime ait Kym ve Vimax degerleri ise GSH substrati igin Km, 0,087 mM, Vmax
0,625 EU/mL; CDNB substrat1 i¢cin Km, 0,798 MM, Vmax, 1,141 EU/ mL olarak hesaplandi.
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Tavuk yiirek dokusundan hareketle saflastirilan ve karakterizasyon calismasi yapilarak
deneysel verileri ortaya konulan bu g¢alismanin bundan sonraki c¢alismalara katki

saglayacagi distliniilmektedir.
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