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GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIiMININ TAVUK
KARACIGERINDEN SAFLASTIRILMASI KARAKTERIZASYONU
VE BAZI PESTISITLERIN ENZIM AKTIiVITESI UZERINE ETKIiSi

OZET

Bu tez calismasinda glutatyon S-transferaz enzimi (GST; EC 2.5.1.18) tavuk
karacigerinden  amonyum  siilfat  ¢Oktiirmesi ve  glutatyon-agaroz  afinite
kromatografisinden yararlamlarak 8,35 EU/mL spesifik aktivitesine sahip olan enzim, %8
verimle 24,56 kat saflagtirildi. Saflastirilan enzimin safliginin  kontrol edilmesi
maksadiyla SDS-PAGE islemi yapildi ve tek bant elde edildi. Alt birimin molekiil kiitlesi
yaklagik olarak 30,9 kDa olarak hesaplandi. Ayrica enzimin optimum pH degeri (Tris-
HCI i¢inde 8,5); optimum iyonik siddeti (Tris-HCI ile 150 mM); optimum sicakligi
(70°C); stabil pH degeri (Tris-HCl ile 8,5) tespit edildi. Enzimin GSH substrati i¢in Km
degeri 0,802 mM, Vmax degeri 1,833 EU/mL; CDNB i¢in de Km degeri 3,6 mM ve Vmax
degeri 2,829 EU/mL olarak hesaplandi. Ayrica malathion WP, deltametrin ve corvette
pestisitleri i¢in en az 5 farkli konsantrasyon kullanilarak % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi
ve bu grafiklerin yardimiyla malathion WP, deltametrin ve corvette pestisitleri i¢in ICso
degerleri sirasiyla 0,093, 0,669 ve 0,226 mM olarak bulundu. Daha sonra deltametrin i¢in
5 farkli substrat ve 3 sabit inhibitér konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek
Ki sabiti 0,0258+0,044 mM ve inhibisyon tipi yarigmasiz olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferaz, tavuk karacigeri, saflastirma, pestisit.
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PURIFICATION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE FROM
CHICKEN LIVER CHARCTERIZATION AND EFFECT OF SOME
PESTICIDES ON ENZYME ACTIVITY

ABSTRACT

In this thesis, glutathione S-transferase enzyme was purified with a specific activity of
8.35 EU/mL, 24.56 times 8% vyield by using (GST; EC 2.5.1.18) ammonium sulfate
precipitation and glutathione-agarose affinity chromatography from chicken liver. SDS-
PAGE was performed to control the purity of the purified enzyme and a single band was
obtained. The molecular mass of the subunit was calculated as approximately 30.9 kDa.
In addition, the optimum pH value of the enzyme (8.5 in Tris-HCI); optimum ionic
strength (150 mM with Tris-HCI); optimum temperature (70°C); stable pH value (8.5
with Tris HCI) was determined. The KM value for the GSH substrate of the enzyme was
0.802 mM, the Vmax value was 1.833 EU/mL,; for CDNB, the KM value was calculated
as 3.6 mM and the Vmax value was calculated as 2.829 EU/mL. In addition, % Activity-
[1] graphs were drawn for malathion WP, deltamethrin and corvette pesticides using at
least 5 different concentrations, and with the help of these graphs, IC50 values for
malathion WP, deltamethrin and corvette pesticides were found as 0.093, 0.669 and 0.226
mM, respectively. Then, Lineweaver-Burk plot was drawn for deltamethrin at 5 different
substrate and 3 fixed inhibitor concentrations, and Ki constant was determined as
0.0258+0.044 mM and inhibition type was found to be non-competitive.

Keywords: Glutathione S-transferase, chicken liver, purification, pesticide.
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1. GIRIS

Canlilarin, biiylime, gelisme, onarilma gibi bir¢ok hayati fonksiyonlarini yerine getirme
gorevini  Ustlenen reaksiyonlar1 katalizleyen makro molekiiller enzim olarak
adlandirilmaktadir. Enzimler, reaksiyon hizin1 verim kaybi olmadan arttiran biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik aktivite gosteren kiigiik bir RNA grubu disinda, enzimlerin tiimii
protein yapisindadir [1,2,3].

Enzimler yap1 olarak protein kokenli olduklarindan, proteinlerin tiim ozelliklerini de

tagimaktadirlar. Bundan dolayidir ki ortamin pH durumu, sicaklik araligi enzim aktivitesi
iizerinde dogrudan rol oynamaktadir. Ortamun asit veya alkali olusu, 40°C’nin iizerinde

olusu protein yapili enzimleri denatiire edebilmektedir [4,5].

Enzimler, tarihsel olarak 1760’1 yillarda besin maddesi olarak etin sindiriminin mide
salgilariyla nasil gerceklestiginin arastirilmasi iizerine baslamis, 1825 yilinda Jon Jacob
Berzelius, nisastanin tahillardan gelen bir ozellik olarak c¢ok hizli bir sekilde sekere
parcalanmasii kesfetmistir. Enzimlerin etkiledigi madde substrat olarak adlandirilir.
Enzimler reaksiyonlarda katalitik gorevi lstlenirken bazi etkilesimler gosterebilir; fakat
reaksiyon tamamlandiginda ilk hallerine geri donerler. Substrat, iirline doniistiikten sonra

enzim ve Uriin kompleksi birbirinden ayrilirlar [4,6].

Saflastirilan ilk enzim tiiri 1926 yilinda canavalia enformis adli bitkiden elde edilen iireaz
enzimi olmustur. Cames B. Sumner adli bilim insaninin saf halde buldugu bu enzim saf ve
kristalize halde elde edilen ilk enzim olma 6zelligini tagimaktadir. Buldugu bu sonugtan
hareketle enzimlerin protein yapili oldugu kanisina varilmistir [4]. Ardindan ¢aligmalara
devam eden bilim insanlar1 Northrop ve Stanley, sindirimde rol oynayan enzimlerden
tripsin ve kimotripsin iizerinde birtakim deneyler sonucu saflastirilan enzimlerin protein
yapili olduklarini kesin olarak kanitlamis, bu caligmalar1 sonucunda da 1946 yilin Nobel

Odiiliinii almaya layik bulunmuslardir [7].



Enzimler, ilk bulunduklar1 zamanlarda, nispeten sayilarinin da az olmasi sebebiyle
sistematik bir siniflandirmaya ihtiya¢ duyulmamus, katalizledikleri substratlarinin sonuna
”az” eki getirilerek geleneksel siniflandirma yoluna gidilmistir [5]. Enzimler, zamanla
kesfedilerek sayilarinin artmasi sonucunda belli bir sistematige gore simiflandirilmak
zorunda kalinmis, substrat ve enzim spesifikligine dayanarak dort haneli bir sayidan olusan
EC numarasi ad1 altinda gruplandirilmustir. ilk basamak 6 temel enzim grubunu, ikinci ve
ticlincli basamakta ise alt ve alt-alt gruplar belirtmekte olup, dordiincii basamakta ise alt
gruptaki enzimler arasinda kaginci sirada oldugunu gostermektedir [8].

Enzimlerin bu 6 temel grubu ve 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

a) Oksidorediiktazlar; kelime olarak oksidasyon ve rediiksiyonun kisaltmalariyla
olusan ilk grup, yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen sinifi
kapsar.

b) Transferazlar; hidrojenden baska diger gruplarin substratlari arasinda aktarim
islemini saglayan gruptur. Glutatyon S-Transferaz enzimi bu gruba aittir.

€) Hidrolazlar; su katilarak bilesik ve makro molekiiller arasindaki baglarin
koparilmasini saglayan gruptur.

d) Liyazlar; enzim substratlarinda hidrolizden farkli olarak yapilar arasinda gruplari
uzaklastirip yerine ¢ift baglar olusturan gruptur.

e) Izomerazlar; enzimin, molekiiliin yapisinda optik, geometrik ya da yapisal izomere
dontistimiinii saglayan gruptur.

f) Ligazlar; bazen kinazlarin da dahil edildigi bu grup, yiiksek enerjili ATP ve GTP
gibi enerji birimlerinden fosfat kopararak olusan enerjiden istifade ederek iki

molekiiliin baglanmasini saglar [5].

Canli bilinyesinde ayni kimyasal reaksiyonu katalizleyen farkli molekiiler yapiya sahip
enzimler ‘izoenzim’ olarak adlandirilmaktadir. Farkli gen koduna sahip olmalari, farkli
izoelektrik noktalar1 ve farkli immunolojik 6zellikler tagimalar1 izoenzimleri birbirinden
farkli yapiya eristirmektedir. izoenzimlere drnek olarak, ilgili tez ¢alismasinda yararlanilan

glutayon s-transferaz, bunun disinda ii¢ izoenzimi olan kreatin kinaz verilebilir [9].

Biyokimya igerisinde arastirma konusu bakimindan enzimlerin kayda deger bir yeri vardir.

Ciinkili enzimler hastaliklarin teshisi ve ¢oziim yollarinin gelistirilmesi acisindan kilit rol



oynamaktadir. Bugilin genlerin farkli dizilis ve sirada olmalar1 insanlar arasindaki
farkliligin da bir isareti olmasi enzimleri bu agida daha da 6nemli bir yere tasimaktadir.
Kalitsal hastaliklarin ¢cogunun genlerle ilgili olmasi ve bu hastaliklarin tespit ve

¢Oziimiinde enzimlerden yararlanilmasi bunun bir gostergesidir [10].

Bugiline kadar bulunan enzim sayis1 2000’1 gegmektedir ve giin gectikce kesfedilen enzim
sayist da artmaktadir [S]. Enzimlerin spesifik bir karakter tagimalari ve ortam sartlarina
kars1 oldukca hassas 6zellige sahip olmalarindan dolay1r enzim saflagtirma islemi oldukca
zahmetlidir. Enzim saflagtirma islemi enzimin etkiledigi substrat, olusturdugu {iiriin ya da

ilgili enzime ait diger degiskenler lizerinden gerceklestirilmektedir [11].



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Glutatyon

Kesfedilisi 1888 yilina dayanan glutatyon, ilk kez maya hiicrelerinde bulunmustur. 1921
yilma gelindiginde Hopkins saflagtirmay1r basararak glutatyonun karakterizasyonu

hakkinda 6nemli bulgulara ulagmistir [12].

Glutatyon, iceriginde glutamat, glisin ve sistein aminoasitlerini bulunduran, bag olarak da
iki karboksil, iki peptit, bir amin ve tiyol grubu barindiran bir tripeptittir. Iki farkli formda
one ¢ikan glutatyon indirgenmis formuyla GSH, yiikseltgenmis formuyla da GSSG olarak
anilmaktadir. Suda ¢oziiniirligii oldukca yliksek olan bu molekiiliin, icerdigi hidrofil
karakterdeki gruplarin sayisinin hayli yiiksek olmasi; 6te yandan molekiil kiitlesinin de
diisilk olmasi onu 6zgilin bir karakter tasimasina ve viicut savunmasinda onemli rol

iistlenmesini saglamaktadir [13].

Hayvan ve bitki sitozollerinde ¢ok miktarda bulunan glutatyonun en Onemli gorevi
hiicrelerin serbest radikal, agir metal ve serbest oksijen gibi toksik etkili maddelere karsi
ozellikle de barsak epitelyumunu savunmasi, diger bir gorevi de indirgenmis formuyla

hiicrelere devamli -SH grubu saglamasidir [14,15,16,17].

Indirgenmis glutatyon miktar1, viicuttaki stres ve radikalik toksisiteyle miicadele igin
olduk¢a onemlidir. Oksidatif stres varlig1 halinde indirgenmis glutatyon miktarinda azalig
s0z konusu iken varliginin devami durumunda GSH/GSSG diizeyt bu durumu kontrol
altinda tutmak amaciyla yiikselebilmektedir, bu da GSH miktarinin, olumsuz faktorlerin

tespitinde kullanilan bir referans oldugunu gostermektedir [18,19].

2.2. Glutatyon S-Transferaz Enzimi

Enzimler, canlilarin metabolik aktivitelerini gerceklestirmek i¢in vazgecilmez

makroproteinlerdir. Hayvan, bitki ve insan hiicrelerinde bir¢ok enzim tek basina ya da



tirevleriyle birlikte 6nemli roller iistlenmektedir. Bunlardan biri de viicudun maruz kaldig1
cevresel, kimyasal ve radyoaktif etkilere karsi viicudun gelistirdigi detoksifikasyon
sistemlerinin son {riinli olarak karsimiza ¢ikan merkapturik asidin ilk asamasini
katalizleyerek viicudun i¢ dengesini saglayan glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18)
enzimidir. Toplamda ii¢ fazdan olusan detoksifikasyon sisteminde glutatyon s-transferaz
enzimi konjugasyon tepkimelerinin irettigi Faz II asamasinda karsimiza c¢ikmaktadir

[20,21,22,23,24,25].

Yaklasik 27 kDa agirliga sahip ve 229 aminoasitten alt biriminden olusan, kesfedilisi,
Boyland ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen glutatyon s-transferaz enziminin

saflastirildigr ilk yer sican karaciger hiicresidir [26].

Glutatyon S-tranferaz enzim grubu, hiicrede ¢ogunlukla sitozolik olmak iizere konumlarina
gore mikrozomal, sitozolik ve mitokondriyal olarak adlandirilmaktadir [23]. Bu enzim,
belirli sartlar altinda uzun siire aktivitesini kaybetmemesi, ¢ok sayida izoenzim
barindirmas1 ve su ile substratlar1 baglayici kisimlara sahip olmasi, bir¢ok arastirma
konusuna dahil olmasini1 saglamistir. Bu 6zellikleriyle indirgenmis glutatyonun birgok
farkl bilesikle konjuge edilebilmesini ve farkli yapiya sahip substratlarin katalizlenmesine

olanak saglamaktadir [23,27].

Glutatyon S-transferaz enzimi, ancak indirgenmis glutatyonun ortamda var olmasiyla
aktivasyon gosterebilir. Substrat konusunda segici davranan GST, bu davranisiyla kismi
ozgiiliik gostermektedir. GST enzimi, viicudun savunmasinda homeostasisi saglamaktan
bagka viicuttaki mikropargalarin viicuda giren zehirli yapilarla birlesip tehdit

olusturmasinin 6niine gecerek dnleyici bir rol tistlenmektedir [26,28,29].

Enzimler protein yapili olduklarindan bilesenleri aminoasitlerden olugmaktadir.
Enzimlerde bulunan aminoasitlerin tiirli, enzim islevine gore olduk¢a Onemlidir. GST
enzimi her canlida ayni aminoasitleri barindirmamasina karsin birbirine en benzeyen
bilesen tiirii insan ve sicanda bulunmaktadir. Insan ve sican GST enzimlerinde, ortak bir
sekilde bulunan amino asitler aspartik asit, glutamik asit ve 16sindir. Triptofan ve sistein

aminoasitleri ise, insandan farkli olarak sadece sicanda eser miktarlarda bulunur [29,30].



2.3. Pestisitler

Calismada kullanilan pestisitlerden malathion WP, C10H1906PS2 formiiliine sahip olan bir
insektisit olup molekiil kiitlesi 330,4 g/mol’diir. insektisit olarak pamuk, bugday, msir, giil,
siis bitkileri, tiitiin, sebze ve turunggillerde kullanilan bir maddedir. Deltametrin,
C22H19Br2NOs3 formiiliine sahip olan bir insektisit olup molekiil kiitlesi 505,206 g/mol’diir.
Sebzelerde, armut, antep fistigi ve ay c¢icegi tedavisinde kullanilir. Corvette,
C16H22Cl203formiiliine sahip olup molekiil kiitlesi 333,2 g/mol’diir. Bugday, arpa ve musir

gibi ekinlerin yabanci ot miicadelesinde kullanilir [31].



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan indirgenmis Glutatyon (GSH), 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB),
Sephadex G-150, akrilamid, coomassie brilliant blue G-250, brom timol mavisi, sodium
dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat, beta-merkaptoetanol, standart bovin serum
albumin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), glutatyon agaroz, glutatyon asetat,
glisin, gliserin, potasyum bisfosfat, potasyum fosfat, trihidroksimetilaminometan (Tris),
NaOH, NaCl, HCI, HsPOs, C2HsOH, CH3OH, CHsCOOH, NaCHsCOO, izopropanol, Sigma

Chemical Comp.’den temin edildi.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Buz Makinesi: Hoshizaki Ice Maker FM-80EE
Otomatik Pipet: Eppendorf

Hassas terazi: Denver Instrument SI-234
Calkalayici: Stuart Orbital Incubator S1600
Karistirict: SK-300

Peristaltik pompa: ATTA SJ-1220

Vorteks: Velp Scientifica SK-300
Elektroforez gii¢ kaynagi: EC 300XL
Elektroforez tanki: Bio Rad

Homojenizator: KA T25 Ultra-Turrax

pH metre: Thermo Orion 3 Star
Spektrofotometre: UV-1800, Shimadzu CC-10
Sogutmali santrifiij: Universal 320 R, Hettich
Manyetik karistirict: IKA C-MAG HS 7
Dondurucu/Buzdolabi: Vestel



3.3. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.3.1. Homojenat Hazirlanmasinda Kullanilan Cozelti

1 mM EDTA, 1mM DTT, 1mM PMSF igeren toplamda 50 mM’lik Tris-HCI (pH: 7,2)
Tamponu: 0,605g Tris suda ¢6ziildii, daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltiye 0,015 g DTT,
0,027 g EDTA, ve 1 mL propanol’de hazirlanan 0,017 g PMSF c¢ozeltisi eklenerek pH

7,2’ye ayarlanip son hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.2. Aktivite Ol¢ciimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,06 g indirgenmis glutatyon (GSH) alinarak, bir miktar saf su
icerisinde ¢oziillip son hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

2. 25 mM CDNB Cozeltisi: 0,05 g CDNB aliarak konsantrasyonu %95 olan belli bir
miktar etil alkol ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziildii ve hacmi etil alkolle 10 mL’ ye tamamland.

3. KH2PO4 (0.1 M, pH:6,5): 0,68 g KH2PO4 ve 0,014 g EDTA hassas terazi ile tartilarak
30 mL saf su icerisinde ¢oziildii ve pH 6,5’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 50 mL olacak

sekilde ayarlandi.

3.3.3. Saflastirma isleminde Kullanilan Cozeltiler

1. 10 mM KH2PO4 ve 150 mM NaCl, (pH:7,4) (Afinite kolonunu paketlemek, dengelemek
ve yikamak amaciyla kullanilan ¢ozelti): 0,4 g KH2PO4 ve 2,61 g NaCl alinarak 200 mL
suda ¢oziillip pH 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanda.
2. 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi igeren 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH:9,5)
(Afinite jeline tutunan GST enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 50 mM Tris- HCI
cozeltisinin (pH’I 9,5 olacak sekilde) icerisinde kat1 fazda GSH ¢o6ziiliip 10 mM’lik GSH
cozeltisi hazirlandiktan sonar 5 tiipten olusan gradient olusturulup ve diisiik
konsantrasyondan baslanip afinite kolonuna uygulamaya gecildi.

3. 0,5 M NaCl ve 0,1 Borik Asit (pH: 8,5) (afinite kolonunun rejenerasyonunu saglamak
amaciyla hazirlanan tamponun ilki): 0,62 g HsBOz ve 2,62 g NaCl alinarak 80 mL saf suda
¢oziillip, pH 8,5 e getirilerek ¢ozelti hacmi saf su vasitasiyla 100 mL’ye tamamlandi.

4. 0,1 M Sodyum Asetat ve 0,5 M NaCl (pH: 4,5)(afinite kolonunu rejenere etmek
amaciyla hazirlanip kullanilan Asetat tamponu): 0,82 g NaCH3COO ve 2,92 g NaCl alinip



80 mL saf suyla ¢ozelti haline getirilerek pH’s1 4,5’e ayarlandiktan sonra hacmi su vasitasi

ile 100 mL olacak sekilde hazirlandi.

3.3.4. Protein Tayini Icin Kullamlan Cézeltiler

1. Boyama (Coommassie Brillant Blue) Cozeltisinin Hazirlanmasi: Coommassie Brillant
Blue G-250 reaktifini 100 mg alip %95’lik 50 mL hacimdeki etil alkoliin igerisinde
coziilerek ayrica hazirlanan %95°lik HsPO4 ‘ten 100 mL alinip eklendi. Cozeltinin son
hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 1518a hassas oldugundan karanlik
ortamda, tayinde kullanilma maksadiyla bekletildi.

2. Bovin s1g1r albiimin ¢ozeltisi: 10 mg sigir albiiminden alinip hacmi saf su ile 10 mL’ye

tamamlandi.

3.3.5. Elektroforez i¢cin Hazirlanan Cozeltiler

1.1 M Tris HCI (pH’1 6,8’e ayarl): 12,11 g Tris tartilarak 70 mL suyla ¢6zelti olusturulup
pH ayarlamasi 6,8’e¢ getirildikten sonra ¢ozeltinin hacmi saf su vasitasiyla 100 mL’ye
tamamlanda.

2.1 M Tris-HCI (pH’1 8,8’¢ ayarl): 12,11 g Tris tartilarak 70 mL suyla ¢dzelti olusturulup
pH ayarlamas1 8,8’e getirildikten sonra ¢ozeltinin hacmi saf su vasitasiyla 100 mL’ye
tamamlanda.

3. %30’luk Akrilamid ve %0,8 lik Bisakrilamid ¢6zeltisi hazirlanmasi: dncelikle 0,4 g
bisakrilamid sonrasinda ise 15 g akrilamid hassas terazide Ol¢iiliip 34,6 mL saf suyla
cozelti haline getirilip sonrasinda yine saf su vasitasiyla hacmi 50 mL olacak sekilde
ayarlandi.

4. %10’ luk SDS ¢ozeltisi: 9 mL saf su icerisinde 1 g SDS ¢dzeltisi hazirlanip hacmi 10
mL olacak sekilde ayarlandi.

5. % 10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 8 mL’ lik saf suyla 1 g
amonyum persiilfat ¢ézeltisi hazirlanip ¢ozelti hacmi 10 mL’ye tamamland.

6. Numune tampon hazirlanmas1: Oncelikle ¢dzelti kullanilmadan énce 950 mikrolitre

numuneye 50 mikrolitre B-merkapto etanol eklenerek kullanildi. Tampon ¢dzeltinin
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hazirlanis1 ise su asamalardan olusmaktadir: 0,5 mL, IM Tris-HCI (pH’1 6,8’e ayarli), 1
mL %10’luk sodyum dodesil siilfat, I mL %100’Lik gliserin ve 1 mL 0,1’ lik bromtimol
mavisinden olusan ¢ozeltinin hacmi saf su vasitasiyla 10 mL olacak sekilde ayarlandi.

7. Jel yiiritme tamponunun hazirlanmasi: 7,51 g glisin ve 1,51 g Tris’ ten alinarak 450 mL
su icerisinde ¢ozelti haline getirildi. Bu ¢ozeltiye 5 mL %10’luk sodyum dodesil siilfat
eklenerek pH ayarlamasi 8,5’¢ getirildi, olusan bu ¢ozeltinin hacmi su vasitasiyla 500
mL’ye tamamlandi.

8. Sabitlestirme islemi i¢in hazirlanan ¢ozelti: Jelde hareketli proteinleri sabit duruma
getirmek icin %10 TCA, %50 izopropanol ayrica %40°1 saf sudan olusan bir karigim
hazirlandi.

9. Bromtimol mavisi ¢dzeltisi hazirlanmasi (%0,1 derisime sahip): 16 mL, 0,01 M sodyum
hidroksit igerisinde 0,1 g bromtimol mavisi ¢oziilerek toplam hacminin saf su vasitasiyla
100 mL olacak sekilde tamamlandi.

10. Jel boyama islemi igin hazirlanan ¢ozelti: 10 mL CH3COOH igerisinde 0,1 g
Coommassie Brillant Blue R-250 ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi, olusan ¢ozelti tizerine
50 mL metil alkol ve 40 mL saf su eklenerek jel boyama ¢6zeltisi hazirlandi.

11. Jelin yikanmasi i¢in hazirlanan ¢ozelti: Yine 10 mL CH3COOH igerisinde 50 mL metil

alkol karistirilip tizerine 40 mL saf su eklenerek 100 mL’ lik jel yikama ¢ozeltisi hazirlandi.

3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif Protein Tayini

Proteinlerin kalitatif tayininde, proteinlerin yapisinda var olan aminoasitlerden tirozin ve
triptofan a.asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans degeri gostermesi esasina
dayanmaktadir [32]. Esit hacimli olarak numuneler alinip kuvartz kiivetlere yiiklenerek

absorbans degerlerine spektrofotometrik olarak bakildi.
3.4.2. Bradford Metodu Kullanilarak Gergeklestirilen Protein Tayini islemi

Tez c¢alismasi boyunca tiim asamalarda protein miktar1 (kantitatif) Bradford metodu
kullanilarak yapildi. Bu metot, Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifinin hizlica

proteine
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baglanmasi esasina gore caligsmaktadir. Protein-boya kompleksinin baglanmasi islemi ¢ok
hizl1 gelisip en yiiksek absorbans gosterdigi deger 595 nm, hassasiyet araligi ise 1 ile 100
mg arasindadir [33].

Kantitatif protein tayin islemi i¢in 10 tiip alinip numaralandirildi ve 1 mL’de 1 mg’lik sigir
serum alblimin igermesi istenen tiiplere sirasiyla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL
eklendi ve saf su vasitasiyla biitiin tiiplerdeki hacim 100 uL’ye esitlendi. Renklendirme
reaktifinden 4,9 mL alinarak tiiplere eklendi ve vorteks vasitasiyla karistirma islemi yapildi.
Daha sonra tiipler 10 dakikalik inkiibasyona birakild1 ve daha sonra 595 nm dalga boyunda

absorbans Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen sonuclarla standart grafik ¢izimi gergeklestirildi.

3.5. GST Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivitelerin tayini amactyla Tablo 3.1 de verilen degerlere gore ¢ozeltiler hazirlandi kor
ve enzimin oldugu kiivetler spektrofotometreye yerlestirilip baslangi¢ ile 180 sn. sonraki

degerler 6l¢iiliip degerleri not edildi [34].

Tablo 3.1. GST enziminin aktivite dl¢limiinde yararlanilan ¢dzelti miktarlart

Kiivet Icerigi Kor (ul) Numune (pL)
500 mM aktivite tamponu 200 200
25 mM GSH 50 50
20 mM CDNB 20 20
Saf Su 730 715
Enzim 6rnegi - 15
Toplam 1000 1000

Enzim Unitesi kavrami bir dakikada optimal sartlarda ve sicaklikta (25CH 1 umol

substratin tirline doniismesine 1 enzim iinitesi denmektedir. Aktivite hesaplamalari

EU= (AOD/9,6) x (V7 / VE) x SF formiiliine gore yapildi.

Burada;

EU: Enzim Unitesi

AOD: Spektrofotmetrede meydana gelen 1 dk’lik absorbans degisim miktar1 (Ekstinksiyon
katsayisi olarak da ifade edilmektedir.)

9,6: ImM dinitrobenzen-S glutatyon’un meydana getirdigi absorbans miktari
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VT: Kiivetin toplam hacmi
VE: Kullanilan enzimin hacmi

SF: Seyreltme faktoriinii gostermektedir.

3.6. Tavuk Karacigerinin Temini ve Homojenatin Hazirlanmasi

Deney esnasinda kullanilan tavuk karacigerleri taze olarak Bing6l Et ve Siit Kurumundan
soguk zincir kurallarina gore temin edildi. Laboratuvara getirilen dokular kiigiik parcalara
boliinerek 10 gramlik doku alindi ve havanda sivi azot ile toz haline getirildi. Toz haline
getirilen doku, 10 mL 50 mM Tris-HCI (pH: 7,5) tamponunda siispanse edildi. Elde edilen
stispansiyon daha sonra 13.000 rpm’de bir saat boyunca santrifiij edilerek doku ve hiicre
parcaciklarinin ¢okmesi saglandi. Siipernatant damlalikla dikkatli bir sekilde alinip
caligsmada kullanildi ve bu islemler +4°C’de gergeklestirildi [35].

3.7. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz islemleri

Elde edilen homojenata %0-20, %20-40, %40-60, %60-80, %80-100 araliklarinda
amonyum siilfat ¢okeltisi yapilarak enzimin hangi aralikta ¢oktiigii belirlendi. Her asamada
20 dakika siireyle 10.000 rpm’de santrifiij islemi yapildi. Her seferinde siipernatant ve
cokelegin aktivitesi dlgiildii. Daha sonra ince seffaf silindir seklindeki diyaliz torbasi agilip
alt tarafindan diiglimlenerek c¢oktiirme sonucu elde edilen karisim igerisine dokiiliip
istiinde hava kalmayacak sekilde bir diigiim daha atildi. Magnetik karistirici lizerinde
saatte bir suyu degistirilerek yaklasik 2 saat diyaliz tamponuna (10 mM K-Fosfat, 1 mM
EDTA ve pH’1 7,5 olan) kars1 diyaliz islemi gergeklestirildi ve islemler sirasinda sicaklik

+4°C de tutuldu.

3.8. Glutatyon S-Transferaz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Enzim saflastirma teknikleri arasinda popiiler ve en verimli metotlardan biri olan afinite
kromatografisi teknigi, bu calisma icin tercih edildi ve oOnceki sayfalarda zikredilen
cozeltilerden istifade edilerek afinite kromatografisinden enzim saflastirma islemi
gerceklestirildi. Oncelikle 1 g kuru glutatyon-agaroz katisi tartilip 200 mL’lik suyla yikandi
ve kiiclik kat1 taneciklerin uzaklagmasi saglandi. Yikamayla beraber jel sisirilip iizerine

dengeleme, paketleme ve yikama islevi goren tampon ¢ozelti (0,05 M K-fosfat, pH:
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7,4, 1 mM EDTA ve 1 mM DTT) eklenerek jelin siispansiyonu saglandi. Glutatyon agaroz
afinite kolonu peristaltik pompa vasitasiyla saatte 60 mL akma hizina denk diisecek sekilde
ayarlandi. Kolonun ¢atlama riskine karsi, jelin 1-2 cm iistiine kadar s6z konusu tampon
ilave edildi. Oncelikle kolon 0,5 M NaCl ve 0,1 Borik Asit (pH: 8,5) ve 0,1 M Sodyum
Asetat ve 0,5 M NaCl (pH: 4,5) tamponlart ile rejenere edilerek 10 mM KH2PO4 ve 150
mM NaCl (pH:7,4) tamponu ile dengelendi. Daha sonra amonyum siilfat ve diyaliz
islemleri sonrasinda elde edilen enzim numunesi tatbik edilerek 0,05 M K-fosfat, pH: 7,4,
I mM EDTA ve 1 mM DTT tamponu ile yikama islemi gergeklestirildi. Yikama
isleminden sonra enzim numunesi 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi iceren 50 mM

Tris-HCI Tamponu (pH: 9,5) tamponuyla tiger mL’lik tiiplere alinarak eliie edildi [36,37].

3.9. SDS-PAGE Araciligiyla GST Enzimi Safliginin Kontrolii

Laemmli tarafindan onerilen teknikle %3-8 araligina sahip kesikli SDS-Poliakrilamid Jel

Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle GST enziminin saflig1 kontrol edildi [38].

Elektroforez plakalari, kabini, cam ve kaset islem Oncesi alkol ve su araciligiyla iyice
temizlendi. Plakalar jel hazirlama kabinine dikkatlice yerlestirildi ayirma ve yigma jelleri
hazirlanip ilk olarak ayirma jeli konuldu. Ayirma jeli pipet yardimiyla iki cam arasina
dikkatlice aktarildi. Uzerinin diiz olmasmi saglamak amaciyla jelle tepkime vermeyen 2-
propanol eklendi ve beherde kalan jelin kurumasi baz alinarak kabindeki jelin katilasmasi
beklendi. Daha sonra yigma jeli igin de ayni islemler yapildi ve jelin katilasmasindan once
her iki tarafa da taraklar yerlestirilerek kuyularin olusmasi saglandi. Yigma ve ayirma jeli
katilastiktan sonra taraklar dikkatlice cikarilarak numune kuyularinin olusumu sagland.
Protein numunesi denatiire edildikten sonra standart proteinler kuyulara tatbik edildi. Jel
plakalar elektroforez tankina dikkatlice konuldu ve daha 6nceden hazirlanan jel yliriitme
tamponu tabloda belirlenen miktarda eklendi. Gii¢ kaynagina takilan elektroforez cihazi ilk
olarak 80 voltta 20 dakika, sonra 120 voltta 120 dakikaya denk gelecek sekilde
kuyulardaki numunelerin suya karismasina gelen seviyeye kadar inmesi beklendi.
Kuyulardaki enzim indikten sonra akim kesildi ve dikkatlice plakalarin arasindaki jeller
cikarlldi ve sabitlestirme c¢ozeltisine birakildi. Calkalayict  yardimiyla 30 dk
sabitlestirilmesi saglandi ve sonra 3 saat boyama islemine gecildi. Boyandiktan sonra

yikama ¢dzeltisine yerlestirildi ve bantlar belirginlesince fotograflandi.
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Tablo 3.2. Ayirma ve yigma jellerinin kimyasal igerigi

Ayirma Jeli Yigma Jeli

1M Tris-HCI pH:8,8, 5mL 1M Tris-HCI pH: 6,8, 400 uL
%30’luk akrilamid ve % 0,8’lik bisakrilamid %30’luk akrilamid ve % 0,8’lik
4,4 mL bisakrilamid 800 uL

%10’luk SDS 200 pL %10’luk SDS 30 pL

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

%10’luk PER 100 pL %10’luk PER 30-50 uL

3.10. Karakterizasyon Calismalari

3.10.1. Optimum pH Tayini

Tavuk Karacigerinden elde edilen glutatyon S-transferaz enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesi amaciyla potasyum fosfat tamponundan pH degeri 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0;
Tris-HCI tamponundan pH 7.5, 8,0, 8,5, ve 9,0 araliklarinda tampon ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu tamponlarin her biri ile ayr1 ayr1 enzimin aktivitesi hesaplandi ve optimum pH’nin

belirlenebilmesi igin sonuclar ile ilgili pH-aktivite grafikleri ¢izildi.

3.10.2. Stabil pH Tayini

Enzimin en uygun stabilite gosterdigi pH degerinin tespiti amaciyla pH degerleri 5,5, 6,0,
6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan KH,PO4 ve 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 pH degerlerine sahip olan Tris-HCI
tamponlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu tamponlarla 3 giin boyunca 24 saatte bir olacak
sekilde aktivite Olgiimleri yapildi. Aktivite 6l¢limleri neticesinde enzimin stabil pH’sinin

belirlenmesi i¢in grafikler ¢izildi.
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3.10.3. Optimum Iyonik Siddet Tayini

Enziminin optimum iyonik siddetinin saptanmasi amaciyla 50,100,150,160,170,200 ve 250

mM’lik Tris-HCI ¢o6zeltileri ile aktivite olgtimleri yapildi.
3.10.4. Optimum Sicakhik Tayini

Enzimin optimum sicaklik degerinin tespiti i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet ve
s0z konusu tampon kullanilarak 0°C ile 90°C sicakliklar1 arasinda her 10°C ‘de bir aktivite

Olciimii gergeklestirildi.
3.10.5. Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi1 Amaciyla Gergeklestirilen Calismalar

Oncelikle GSH’in sabit derisimi ve CDNB’nin 5 farkli uygun konsantrasyonunda
aktiviteler oOlgiilerek 1/V-1/[S] grafigi ¢izildi ve bu grafiklerden CDNB i¢in Km ve Vmax
degerleri hesaplandi. Daha sonra CDNB’nin sabit derisimi ve GSH’in 5 farkli uygun

konsantrasyonunda GSH substrati i¢in ayn1 islemler yapildi [39].
3.10.6. Inhibisyon Cahsmalar:

Inhibisyon ¢alismalarinda deltametrin, corvette ve malathion WP pestisitleri kullanilds.
Oncelikle her bir pestisit i¢in uygun ¢dzeltiler hazirlanarak aktivite Slgiimleri yapildi.
Aktivite Olglimleri sonucu elde edilen aktivite degerleri ve tatbik edilen derisimler
kullanilarak % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerin yardimiyla her bir pestisit
icin ICso degerleri bulundu. Daha sonra deltametrin i¢in 5 farkli substrat ve 3 sabit

inhibitor konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek Ki sabiti tespit edildi [39].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Grafik

Bolim 3.4.2°de anlatildigi sekilde homojenatta, amonyum siilfat c¢okeltisinde ve
saflastirilmis enzim ¢ozeltisinde protein miktarlarinin tespiti i¢in standart grafik hazirlandi

ve Sekil 4.1°de gosterildi.

1.2

y=0.0108x + 0.0315

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100 120
Protein Miktar1 (ug)

Sekil 4.1. Kantitatif protein tayini i¢in olusturulan standart grafik

4.1.2. Amonyum Siilfat Coktiirme Sonuclari

Coktiirme prosediirii Bolim 3.7’de anlatildig1 sekilde uyguland: ve elde edilen sonuglar
Tablo 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterildi. Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 incelenerek enzimin biiyiik
kisminin %40-100 aralifinda ¢oktiigii tespit edildi.
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Tablo 4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuglart

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

0-20 0,969 0,747
20-40 1,127 0,668
40-60 0,284 1,275
60-80 0,208 15
80-100 0,226 1,106
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
%0-20 %20-40 %40-60 %60-80 %80-100

Il Stipernatant

Sekil 4.2. Amonyum siilfat ¢okme aralig1 siitun grafigi
4.1.3. Glutatyon S-Transferaz Enziminin Saflastirilmasi1 Sonuglari

Enzimin saflastiriimasi iglemi Boliim 3.8’de anlatildig: gibi yapildi ve spesifik aktivite, %
verim, aktivite, toplam aktivite, protein, toplam protein ve saflastirma katsayis1 degerleri
hesaplanip Tablo 4.2°de belirtildi. Tablodan gériindiigii gibi 8,35 EU/mg. protein spesifik

aktivitesine sahip olan GST enzimi %8 verimle 24,56 kat saflagtirildu.



Tablo 4.2. Glutatyon S-transferaz enzimi saflagtirma sonuglari

Numune Toplam Aktivite  Toplam Protein Toplam Spesifik % Saflastirma
Tirtd Hacim (EU/mL)  Aktivite (mg/mL) Protein Aktivite  Verim Katsayist
(mL) (EU) (mg) (EU/mg.
protein)
Homojenat 20 1,633 32,66 4,809 96,18 0,340 100 1
Amonyum 8 2,470 19,76 5,735 45,88 0,430 60 1,26
Stilfat
(%40-100)
Afinite 6 0,440 2,640 0,0527 0,316 8,350 8 24,56

18

Boliim 3.8’de bahsedildigi tlizere gradientli eliisyon islemi gergeklestirip eliiatlara ait

olusan aktivite degerleri Sekil 4.3°de gosterildi. Sekilden enzimin ¢ogunlukla 4-9. tiipler

arasinda eliie edildigi goriilmektedir.

0.5 7

0.4 -

Absorbans(EU/mL)
=)
w
|

0 2 4 6 8 10 12 14

Tiip Sayist

Sekil 4.3. Saflastirma isleminde elde edilen eliisyon grafigi

4.1.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Safliginin Kontrolii

Bolim 3.9°da anlatildigi sekilde SDS-PAGE yapilarak fotograflandi ve Sekil

gosterildi.

4.4°te
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Sekil 4.4. SDS-PAGE fotografi. 1. kuyu saf enzim, 2. kuyu standart proteinler

Ayrica Sekil 4.4’teki SDS-PAGE fotografindan faydalanilarak enzimin alt birimlerinin
molekiil kiitlesinin belirlenmesi amaci ile Rf-Log Mk grafigi cizildi ve Sekil 4.5°te

gosterildi. Bu grafikten enzimin alt biriminin molekiil kiitlesi 30,9 kDa olarak hesaplandi.

5 y=-1,7708x +5,0148
° R*=0,9714
% log MK: 4,4306
. antilog MK: 30,9 kDa
5
5‘ 46
44
a2
L
5
0 01 02 03 04 05

Sekil 4.5. Enzim alt biriminin Ma-larinin belirlenmesi i¢in ¢izilen Rf -Log Mk grafigi



4.1.5. Optimum pH Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuclari

20

Bolim 3.10.1.’de anlatildig1 gibi optimum pH ¢alismalar1 yapilarak Tablo 4.3, Tablo 4.4

ve Sekil 4.6’da gosterildi. S6z konusu tablo ve sekillerden enzimin optimum pH degerinin

8,5 (Tris-HCI tamponu ile) oldugu hesaplandi.

Tablo 4.3. Tris-HCI tamponu kullanilarak elde edilen aktivite degerleri

Tris-HCI
pH 7,5 8 8,5 9
Aktivite (EU/mL) 0,101 0,182 0,283 0,269
Tablo 4.4. K-fosfat tamponu kullanilarak elde edilen aktivite degerleri
K-Fosfat
pH 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Aktivite(EU/mL) 0,018 0,055 0,063 0,082 0,099 0,102
0.3
—&— K-Fosfat—@— Tris-HCl

0.25

—~ 0.2
S

:E 0.15

o 84
:

S 0.05
=4
<

O I T T T T |
5 6 ¥ 8 9 10
pH

Sekil 4.6. Tris HCI ve K-Fosfat tamponlart kullanilarak elde edilen pH-aktivite grafigi
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4.1.6. Stabil pH Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuclari

Boliim 3.10.2°de anlatildigr gibi K-fosfat tamponu ile stabil pH ¢alismalar1 yapilarak Tablo
4.5, ve Sekil 4.7°de gosterildi. S6z konusu tablo ve sekillerden enzimin optimum pH

degerinin 8,5 (Tris-HCI tamponu ile) oldugu hesaplandi.

Tablo 4.5. K-fosfat tamponu kullanilarak elde edilen aktivite degerleri

K-Fosfat
pH 55 6 ) 7 7,5 8
Aktiviteler (EU/mL)
1. giin 0,029 0,033 0,141 0,047 0,053
2. gilin 0,025 0,04 0,09 0,01 0,03
3. gilin 0,005 0,004 0,113 0,005 0,046
0.46 —®— pH:5,5 —&— pH: 6,0 — pH: 7,0
0.14
. 0.12
E o1
)
=
o 0.08
k=
‘s 0.06
-
<
0.04
e
0.02 \._
0
0 10 20 30 40 50
Zaman (Saat)

Sekil 4.7. K-Fosfat i¢in ¢izilen stabil pH grafigi

Boliim 3.10.2°de anlatildig: gibi Tris-HCI tamponu ile stabil pH ¢aligmalari yapilarak
Tablo 4.6, ve Sekil 4.8’de gosterildi.
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Tablo 4.6. Tris-HCI tamponu kullanilarak elde edilen aktivite degerleri

Tris-HCI
pH 75 8 8,5 9
Aktiviteler (EU/mL)
1. giin 0,005 0,172 0,179 0,011
2. gilin 0,003 0,004 0,104 0,047
3. giin 0,137 0,025 0,105 0,079
0.2 —&— pH: 7.5 —@—pH: 8,0 pH: 8,5 —@—pH: 9,0
0.16
)
S0.12
=
L
2008
=
“
0.04 \
0 | = —— .
0 10 20 30 40 50
Zaman (Saat)

Sekil 4.8. Tris-HCl i¢in ¢izilen stabil pH grafigi
4.1.7. Optimum Iyonik Siddetin Tayinine Yonelik Calisma Sonuclar1

Boliim 3.10.3’te anlatildigr sekilde optimum iyonik siddet ¢aligmalar1 yapilarak sonuglar
Sekil 4.9°da gosterildi. S6z konusu sekilden enzimin optimum iyonik siddet degerinin 150

mM (Tris-HCI tamponu ile) oldugu hesaplandi.
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0.4

o3
e
E

= 0.2

2 °
2

Z 0.1
-
<

0

0 50 100 150 200 250 300
—&— Iyonik Siddet [mM]

Sekil 4.9. Tris-HCl optimum iyonik siddet grafigi
4.1.8. Optimum Sicakhigin Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuglari

Boliim 3.10.4’te anlatildig: sekilde optimum sicaklik calismalar1 yapilarak sonuglar Tablo

4.7 ve Sekil 4.10°da gosterildi. S6z konusu tablo ve sekilden enzimin optimum sicaklik

degerinin 70°C oldugu hesapland.

Tablo 4.7. Optimum sicaklik ve aktivite degerleri tablosu

Sicaklik (°C) Aktivite(EU/mL)

0 0,000

10 0,023
20 0,037
30 0,060
40 0,127
50 0,136
60 0,166
70 0,212
80 0,000

90 0,000
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0.25

0.2

0.15

0.1

Aktivite (EU/mL)

0.05

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10. Optimum sicaklik grafigi.
4.1.9. Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuclari

Boliim 3.10.5’te anlatildig1 sekilde enzimin substratlar1 olan CDNB ve GSH igin gerekli
aktivite hesaplamalar1 yapilarak Tablo 4.8 ve 4.9’da gosterildi ve 1/V-1/[S] grafikleri
cizildi ve Sekil 4.11 ve 4.12°de gosterildi. Bu grafiklerden GSH substrat1 i¢in Km degeri
0,802 MM, Vmax degeri 1,833 EU/mL; CDNB i¢in de Km degeri 3,6 mM ve Vmax degeri
2,829 EU/mL olarak hesaplandi.

Tablo 4.8. CDNB substratinin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢in kullanilan CDNB derigimleri ve elde
edilen aktivite degerleri

[CDNB] mM Aktivite (EU/mL)
0,25 0,346
0,50 0,362
0,75 0,412
1,00 0,629
1,25 0,891
2,50 1,058

5,00 1,700



y=12754x +0.3535
R2=0.9376

W

1/V
)

-0.5 0 0.5 1 1.5 2 2:5

1/[CDNB] mM-!

Sekil 4.11. CDNB substrati i¢in elde edilen 1/V - 1/[CDNB]grafigi

Tablo 4.9. GSH substratinin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢in kullanilan GSH derisimleri ve elde
edilen aktiviteler

[GSH] mM Aktivite
(EU/mL)

0,2 0,558

0,4 0,625

0,6 0,754

0,8 0,779

1,0 1,033

2,0 1,125

4,0 1,158
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y =0.4376x + 0.5455
R2=(.9888

1V
(]

0.8

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 ] 1.5 2 2.5 3

1/[GSH] mM-!

Sekil 4.12. GSH substrat1 i¢in elde edilen 1/V-1/[GSH]grafigi

4.1.10. inhibisyon Calismalarimin Sonuclar:

Boliim 3.10.6’da anlatildig1 gibi malathion WP, deltamethrin ve corvette pestisitleri i¢in
Tablo 4.10, Tablo 4.11 ve Tablo 4.12°de gosterildigi gibi en az 5 farkli konsantrasyon
kullanilarak% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15) ve bu
grafiklerin yardimiyla her bir pestisit i¢in ICso degerleri bulundu. Daha sonra deltametrin
icin Tablo 4.13°de gosterildigi gibi 5 farkli substrat ve 3 sabit inhibitér konsantrasyonunda
Lineweaver-Burk grafigi cizilerek (Sekil 4.16) Ki sabiti hesaplandi. ICso degerleri ve Ki
sabiti Tablo 4.8”de gosterildi.



Tablo 4.10. Malathion WP i¢in ICso degerinin hesaplanmasinda kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar

Saf su | Fosfat CDNB | GSH Enzim Inhibitér | Inhibitor Toplam
(nL) tamponu | (uL) (uL) (uL) (mM) hacim(pL)
(uL) (nL)

705 200 20 50 25 - - 1000

700 200 20 50 25 5 0,015 1000

695 200 20 50 25 10 0,030 1000

685 200 20 50 25 20 0,060 1000

655 200 20 50 25 50 0,150 1000

630 200 20 50 25 75 0,225 1000

605 200 20 50 25 100 0,300 1000

Tablo 4.11. Deltametrin i¢in ICso degerinin hesaplanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari

Saf su | Fosfat CDNB | GSH Enzim Inhibitér | Inhibitor Toplam
(uL) tamponu (uL) (uL) (uL) (mM) hacim(puL)
L (uL)
(nL)

705 200 20 50 25 - - 1000

700 200 20 50 25 5 0,074 1000

685 200 20 50 25 20 0,296 1000

655 200 20 50 25 50 0,740 1000

630 200 20 50 25 75 1,110 1000

605 200 20 50 25 100 1,480 1000

Tablo 4.12. Corvette i¢in ICso degerinin hesaplanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar

Saf su | Fosfat CDNB| GSH Enzim Inhibitér | Inhibitor Toplam
(uL) tamponu (uL) (uL) (uL) (mM) hacim(puL)
(uL)
(uL)

705 200 20 50 25 - - 1000

703 200 20 50 25 2 0,060 1000

700 200 20 50 25 5 0,150 1000
697,5 200 20 50 25 7,5 0,225 1000

695 200 20 50 25 10 0,300 1000

685 200 20 50 25 20 0,600 1000

27



Tablo 4.13. Deltametrin i¢in Ki sabitinin hesaplanmasinda kullanilan ¢dzeltiler ve miktarlart

28

Fosfat CDNB GSH Enzim Saf su [CDNB] [Inhibitor] | Toplam
tamponu (uL) (uL) (uL) (uL) mM mM hacim
(uL) (nL)
200 10 20 25 745 0,25 - 1000
200 20 20 25 735 0,50 - 1000
200 40 20 25 715 1,00 - 1000
200 100 20 25 655 2,50 - 1000
200 200 20 25 555 5,00 - 1000
200 10 20 25 740 0,25 0,074 1000
200 20 20 25 730 0,50 0,074 1000
200 40 20 25 710 1,00 0,074 1000
200 100 20 25 655 2,50 0,074 1000
200 200 20 25 550 5,00 0,074 1000
200 10 20 25 725 0,25 0,296 1000
200 20 20 25 715 0,50 0,296 1000
200 40 20 25 695 1,00 0,296 1000
200 100 20 25 635 2,50 0,296 1000
200 200 20 25 535 5,00 0,296 1000
200 10 20 25 670 0,25 1,110 1000
200 20 20 25 660 0,50 1,110 1000
200 40 20 25 640 1,00 1,110 1000
200 100 20 25 580 2,50 1,110 1000
200 200 20 25 480 5,00 1,110 1000
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Sekil 4.13. Malathion WP i¢in ¢izilen % Aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.14. Deltametrin i¢gin ¢izilen % Aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.15. Corvette i¢in ¢izilen % Aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.16. Deltametrin igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.14. Inhibisyon ¢alismalarinda malathion WP, deltametrin ve corvette icin elde edilen 1Cso degerleri
ve deltametrin i¢in bulunan Ki sabiti

Inhibitor IC50 (mM) Ki (mM) Inhibisyon Tipi
Malathion WP 0,093

Deltametrin 0,669 0,0258+0,044 Yarismasiz
Corvette 0,226

4.2. Tartisma

Glutatyon S-Transferaz enzimleri 6zellikle faz-1I detoksifikasyon enzimleri olarak gorev
yapmaktadir. Genelde fonksiyonlarini sitozolde gerceklestirmekle beraber, elektrofilik
substratlarin glutatyona konjugasyonu gibi fonksiyonlara da sahiptirler. Sitozolik memeli
GST enzimleri karakterize edilmis o, p, m ve 0 seklinde smiflandirilmistir. Memeli
olmayan canlilarda da birka¢ yeni siniflandirma yapilmistir. Canli organizmalar, beslenme
esnasinda cok sayida kimyasal, ksenobiyotik, toksik ve kanserojen maddeye maruz kalir.
Son yiizyilda ¢evreye atilan kimyasal maddeler sebebiyle bu tehdit daha da artmis
vaziyettedir. Tiim bu tehditlere karsi canlida yaratilmis olan sistemler otomatik olarak
devreye girerek zararli maddeleri bertaraf ederler. Tehditlerin bertaraf edilmemesi
durumunda ise ciddi problemler ortaya ¢ikar. Metabolizmaya dahil olmus
ksenobiyotiklerin bertaraf edilmesi i¢in kullanilan maddelerin en énemlilerinden biri GSH
molekiilidiir. GSH, GST enzimleri katalizorliiglinde s6z konusu maddelerle konjugat
yaparak donilisim olmasini saglar. Bu durum hidroperoksitlerin azalmasi ile sonuglanir.
GST enzimleri katalitik ozellikleri yaninda genis ligand baglama O6zelliklerine sahip

enzimlerdir [1,2,3,4,5,6,7,9,10,12,4,3,14].

GST enziminin 6zellikleri goz oniine alindiginda ¢ok énemli bir metabolik enzim oldugu
goriinmektedir. Bundan dolay1 bu tez kapsaminda pestisitlere ¢cok¢a maruz kalan bitkilerle
beslenme durumundaki tavuk karacigerinden GST enzimi saflagtirilarak bazi pestisitlerin

enzim iizerindeki etkileri incelenmistir.

Saflastirma c¢alismalar1 boyunca numunelerdeki protein miktarinin dl¢iilmesi ¢alisma igin

oldukca 6nemlidir. Protein tayinini Bradford metoduna gore yapildi. Bu metodun
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hassasiyetinin yiliksek olmasi ve ortamdaki bozucu faktorlerden daha az etkilenmesi

bakimindan énemlidir [33].

Tablo 4.1 ve Sekil 4.2’den goriildiigii gibi %0-20 ve %20-40 arasinda yapilan ¢oktiirme
isleminde saflastirmak istenen protein ¢ogunlugunun ¢dkmedigi goriilmektedir. %40-60
araliginda ¢oken enzim miktar artarken, ¢okme miktarinin %60-80 araliginda maksimuma
ciktigr goriinmektedir. Bulunan bu araliklar degerlendirilerek c¢oktiirme araligi %40-80
olarak kabul edildi. Bu ¢oktiirme aralig1 bildircin karacigerinde %20-80 olarak bulunmus

ve yapilan bazi ¢alismalarda ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmamstir [2,3].

Literatiir aragtirmalarinda GST enziminin bir¢ok canli dokudan baz1 kromatografik yontem
kullanilarak saflastirildign ~ goriilmektedir. Ornegin DEAE-seliilloz anyon degisim
kromatografisi [40], CM-seliiloz G-75 afinite kromatografisi [41], bir baska calismada
DEAE-sehajel ve glutatyon agaroz afinite kolonu [42] kullanilarak GST enzimi
saflastirilmistir. Bu calismada ise saflastirma siiresinin kisa olmasi, verimin yiiksek olmasi
ve harcanan kimyasal maddelerin azhigi bakimindan glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi kullanilmistir. Tablo 4.3’ten gorlindiigii gibi calismamizda 8,35
EU/mg.protein spesifik aktivitesine sahip GST enzimi tavuk karacigerinden %8 verimle
24,56 kat seklinde saflastirilmistir. Benzer yontemle s6z konusu enzim (11344,83
EU/mg.protein spesifik aktivitesine sahip) Van Gélii inci kefali balign solungaclarindan
%82,25 verimle 1543,5 kat saflastirilmistir [2]. Bildircin karacigeri ile yapilan baska bir
calismada 15,86 EU/mg.protein spesifik aktivitesine sahip GST enzimi %12,36 verimle
46,1 kat saflastinnlmistir [2]. Calismamizda elde edilen spesifik aktivite, %verim ve
saflastirma katsayis1 Zari¢’in c¢alismasina gore daha diisikk iken Taysi’nin calisma

sonuglart ile benzerlik tagimaktadir.

Sekil 4.3’e bakildiginda enzimin 3. tiipten itibaren eliie edildigi goriilmektedir. 3.tiipte
kayda deger aktivitenin olmadig1 ve enzim aktivitesinin en yliksek oldugu tiiplerin 4.5.6.7.
ve 8. tiipler oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla kinetik ¢alismalarda 4.5.6.7. ve 8. tiipler
birlestirilerek kullanildi.

Sekil 4.4’ten goriildiigii gibi yapilan SDS-PAGE isleminden sonra elde edilen SDS-PAGE
fotografinda 1.kuyuda tek bandin olmas1 enzimin saf olarak elde edildigini gostermektedir.

Ayrica bu fotograftan yararlanilarak elde edilen ve Sekil 4.5’te gosterilen grafik yardimiyla
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enzimin denatiire edici sartlarda edilen molekiil kiitlesi 30,9 kDa olarak bulundu. Literatiir
arastirmalarinda bildircin karacigeri i¢in bu deger 25,1 kDa [3], E.coli GST enzimi i¢in
22,5 kDa [43], si¢an karacigeri GST enzimi i¢in 26 kDa [44], kefal balig1 karacigeri i¢in
GST enzimi i¢in 23 [45], yilan balig1 karacigeri GST enzimi i¢in 22,3 [46], ve sigir beyni
GST enzimi i¢in ise 27 kDa [47] bulunmustur. Bu ¢alismada bulunan molekiil kiitlesinin

literatiirde bulunan degerlere yakin degerde oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Sekil 4.6’dan goriildiigi gibi pH’s1 7,5 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-
HClve pH’s15,5,6,0,6,5,7,0,7,5ve 8,0 olan K-fosfat tamponlarinda enzim aktiviteleri
oOlgtilerek grafik elde edildi (Sekil 4.6). Grafikten goriildiigl gibi en yiiksek aktivite pH=
8,5’te Tris-HCI tamponunda elde edildi. Dolayisiyla optimum pH Tris-HCI tamponunda
8,5 olarak kabul edildi. Benzer sonuglar bildircin karacigerinde (pH= 8,5,Tris-HCI) [3], E.
Coli i¢in pH= 7,0 [43], albus balig1 karacigerinde 7,0- 7,5 [48], insan kan serumunda 5,5
[49], Van Golii baliginda 7,3 [2] olarak bulunmustur.

Tablo 4.5, Tablo 4.6, Sekil 4.7 ve 4.8’den goriindiigli gibi enzim i¢in K-fosfat ve Tris-HCI
tamponlari ile yapilan stabil pH c¢aligmalarinda maksimum aktivitenin 48 saat boyunca en
iyi sekilde korunan pH’ nin Tris-HC] tamponunda pH= 8,5’de elde edildigi goriinmektedir.
Dolayistyla enzimin pH degeri 8,5 olarak kabul edildi. Benzer sonuglar Van Goli balig
solungact GST enzimi i¢in 8,0 [2], bildircin karacigeri icin 8,5 [3], gokkusag1 alabalik

karacigeri i¢in 8,0 [50] olarak bulunmustur.

Sekil 4.9’dan goriildiigii gibi Tris-HCl tamponunun ¢esitli derisimleri ile dlciilen aktivite
Ol¢timlerine bakildiginda en yiiksek aktivitenin 150 mM oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla
optimum iyonik siddet 150 mM olarak kabul edildi. Yapilan literatiir taramasinda bildircin
karacigerinde bu deger 1400 mM [3] ve Van Goli baliginda ise 120 mM [2] tespit
edilmistir. Buldugumuz sonu¢ Van Goli baligr optimum iyonik siddet degerine yakin

oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.7’den goriindiigii gibi optimum sicakhigin bulunmasi i¢in 0-90°C sicaklik
araliginda her 10°C’de bir enzim aktivitesi olciilerek Sekil 4.10°da gosterildi. Sekil
4.10’dan goriindiigii gibi en yiiksek aktivite 70°C olarak elde edilmistir. Dolayisiyla
optimum sicaklik 70°C olarak kabul edilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda; Van

Gélii baliginda 35°C [2], albus baliginda 35°C [48], gokkusag alabalik eritrositlerinde
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30°C [51], bildircin karacigerinde 55°C [3], E. Coli i¢in 50°C [43], insan kan serumunda

65°C [49] olarak bulunmustur. Bu sonuglardan da goriildiigii gibi buldugumuz sicaklik

literatiirde bulunanlarin tiimiinden daha yiiksek bir degere sahiptir. Bu durum amino asit
siralamasi ve bulundugu ortamla ilgili oldugundan canlidan canliya ve dokudan dokuya

degisiklik gostermesi normaldir.

Bir enzimin substratlari i¢in Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi son derece énemlidir. Sekil
4.11 ve 4.12 ‘de goriindiigii gibi enzimin substratlar1 olan CDNB ve GSH i¢in 5 farkli
substrat konsantrasyonunda Linaweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve bu grafikler yardimiyla
her bir substrat i¢in Km ve Vmax degerleri bulundu (Sekil 4.11, Sekil 4.12 Tablo 4.9, Tablo
4.10). CDNB ve GSH i¢in elde edilen Kwm sabitleri sirasiyla 3,6 ve 0,802 mM, Vmax
degerleri ise sirasiyla 2,829 ve 1,833 EU/mL’dir. Bu sonuglara gére Kwm sabiti daha diisiik
olan GSH substratinin CDNB substratina gére enzime olan ilgisinin daha biiyiik oldugu
sOylenebilir. Yapilan literatiir taramasinda bildircin karacigeri icin GSH ve CDNB
substratlarinda Kwm degerleri sirasiyla 0,114 ve 0,672 mM ; Vmax degeri de sirastyla 0,048 ve
0,047 EU/mL [3], albus balig1 karacigeri i¢in Km degerleri sirastyla 0,35 ve 0,42 mM [52],
insan kan serumu i¢in GSH ve CDNB i¢in Km degerleri sirasiyla 4,11 ve 2,8 mM [49], Van
Goli baligr solungact i¢in Km sabitleri 0,59 ve 1,057 mM [2], Tilapya balig1 solungaci igin
Kwm degerleri sirasiyla 0,5 ve 0,42 mM [52], gokkusag1 alabalig eritrositleri i¢in sirasiyla
0,0395 ve 0,259 mM [51], olarak bulunmustur. Sonuglarimiz literatiirle karsilastirildiginda

genelde benzer sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir.

Tez kapsaminda ayrica malathion WP, deltametrin ve corvette pestisitleri i¢in inhibisyon
caligmalar1 yapildi. Caligsmalar sonucunda pestisitlerin ii¢linlin de enzim {izerinde
inhibisyon etkisi gosterdikleri tespit edildi. Pestisitler igin %Aktivite- [I] grafikleri
cizilerek ICso degerleri hesaplandi ve Tablo 4.17°de gosterildi. Tablo 4.17° de goriindiigii
gibi malathion WP, deltametrin ve corvette i¢in elde dilen ICso degerleri sirastyla 0,093,
0,669 ve 0,226 mM dir. Bu sonuglara gore en diisiik ICso degerinin corvette pestisitine ait
oldugu ve dolayisiyla en etkin inhibitoriin corvette oldugu sdylenebilir. Yapilan literatiir
taramasinda Van Goli baligi solungaci GST enzimi iizerine okzamil (ICso= 0,092 mM),
dinikonazol (ICso= 1,604 mM), carbofuran (ICso= 0,041 mM), tebukonazol (ICso= 0,056
mM) ve atrozin (ICso= 0,075 mM) pestisitlerinin etkilerinin arastirildigit ve ICso

degerlerinin bulundugu goriinmektedir [2]. Ancak literatiir arastirmamizda bu tez
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kapsaminda caligilan pestisitlerin GST iizerine etkisi ilgili ilgili bir bilgiye rastlanmamustir.
Ilaveten deltametrin ig¢in 3 farkli inhibitér ve 5 farkli substrat konsantrasyonunda
Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek (Sekil 4.16 ve Tablo 4.13) Ki sabiti 0,0258 +0,04 mM
olarak bulundu ve ayrica inhibisyon tipinin yarismasiz oldugu goriildii. Malathion WP ve
corvette pestistitleri 2 etken madde igerdikleri i¢in bu pestisitler i¢in Ki sabitlerine yonelik

caligmalar yapilmadi.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Enzimlerin metabolizmadaki fonksiyonlarinin hayati bir 6nem tasidigt ve bir enzim
defektinin bile biiylik saglik problemlerine sebep oldugu bilinmektedir. Girig boliimiinde
genisce izah edildigi gibi metabolizma i¢in son derece énemli olan enzimlerden biri de GST
enzimidir. GST enzimi metabolizmada detoksifikasyon islemlerinin 6nemli basamaklarinda
fonksiyon gormektedir. Bu tez kapsaminda GST enzimi tavuk karaciger dokusundan afinite
kromatografisi ile saflastirilarak karakterize edilmis ve bazi pestisitlerin enzim aktivitesi
iizerine etkileri arastirilmistir. %8 verimle 24,56 kat saflastirilan ve 8,35 EU/mg.protein
spesifik aktivitesine sahip GST enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve kinetik

caligmalar esnasinda elde edilen sonuglar asagidaki tabloda (Tablo 5.1) gosterilmistir.

Tablo 5.1. Sonuglarla ilgili sayisal degerler

Caligilan Ozellik Sayisal Deger
Amonyum siilfat ¢cokme aralig1 %40-100

Alt birim molekiil agirlik 30,9 kDa
Optimum pH 8,5 Tris-HCI
Stabil pH 8,5 Tris-HCI
Optimum Iyonik Siddet 150 mM
Optimum Sicaklik 70 °C

GSH KM 0,802 mM
GSH Vmax 1,833 EU/mL
CDNB Kwm 3,600 mM
CDNB Vmax 2,829 EU/mL
ICso malathion WP 0,093 mM
ICso Deltametrin 0,669 mM
ICso corvette 0,226 mM

Ki deltametrin 0,258+0,044 mM
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Metabolizmanin antioksidan mekanizmasinin kilit enzimi olan ve viicut savunmasinda
onemli katkis1 bulunan GST enziminin, ilk kez tavuk karacigerinden saflastirilip
pestisitlerin ilgili enzim iizerinde etkilerinin incelenmesi agisindan 0zgiin bir calisma
olmasi, bilim camiasi, tavuk yetistiricileri ve tiiketiciler i¢in yol gosterici ve yararli bir
calisma hedefini gergeklestirmektir. Ancak daha énemli sonuglarin elde edilebilmesi igin

bu konuda in vivo galigmalarin yapilmasinda fayda bulunmaktadir.
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