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GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIiMININ KOYUN DALAK
DOKUSUNDAN SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu ¢alismada, mikroorganizmalardan memelilere kadar
peke¢ok organizmada yaygin olarak bulunan ve hiicre i¢i major antioksidan sistem olan
glutatyon (GSH) antioksidan sisteminin 6nemli enzimlerinden glutatyon S-transferaz
(GST; EC 2.5.1.18) sitozolik enzimi koyun dalak dokusundan homojenat hazirlanmasi,
salting out (amonyum siilfat tuzu ile ¢Oktliirme yontemi) ve afinite kromatografisi
(glutatyon-agaroz) olmak iizere ii¢ adimda 3.67 EU/ mg protein degeri (spesifik aktivite)
ile %3.73 verim ile 122.3 kat saflastirildi. Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST
enziminin saflik derecesini belirlemek ve dogal alt birim molekiil kiitlelerini tespit etmek
amaciyla SDS-PAGE metodu kullanildi. Koyun dalak dokusu GST enziminin alt
birimlerine ait molekiil kiitlesi SDS-PAGE metodu ile yaklasik 26.36 kDa olarak
hesaplandi. Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin karakterizasyonu i¢in
gerceklestirilen ¢aligmalarda; optimum pH, K-fosfat tamponu pH=8.0, optimum aktivite
gosterdigi iyonik siddet, K-fosfat tampon ¢ozeltisi 1.0 M, stabil pH, K-fosfat tampon
¢ozeltisi pH = 7.0 ve optimum sicakligi 60 °C olarak bulundu. Koyun dalak dokusundan
saflastirilan GST enzimi i¢in gergeklestirilen kinetik caligsmalarda enzime ait Km ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk grafikleri vasitasiyla hesaplandi. Enzimin substratlar1 olan
GSH igin Km degeri 0.629 mM, Vmax degeri 0.056 EU/mL; 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) igin Km degeri 0.321 mM, Vmax degeri 0.129 EU/mL olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-Transferaz, saflastirma, karakterizasyon, koyun, dalak.
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE
S-TRANSFERASE ENZYME FROM SHEEP SPLEEN TISSUE

ABSTRACT

In this study, common in many organisms from microorganisms to mammals the cytosolic
enzyme glutathione S-transferase (GST; EC 2.5.1.18), which is one of the important
enzymes of the the major intracellular antioxidant system of glutathione (GSH), purified
from sheep spleen tissue was used prepare homogenate, salting out method (ammonium
sulfate salt precipitation) and affinity chromatography (glutathione-agarose). SDS-PAGE
method was used to determine the purity level of the GST enzyme purified from sheep
spleen tissue and to determine the natural subunit molecular masses. The molecular mass
of the subunits of the sheep spleen tissue GST enzyme was calculated as approximately
26,36 kDa by SDS-PAGE method. In the studies carried out for the characterization of the
GST enzyme purified from sheep spleen tissue; optimum pH, K-phosphate buffer pH=8.0,
optimum ionic strength, K-phosphate buffer solution 1.0 M, stable pH, K-phosphate buffer
solution pH = 7.0 and optimum temperature 60 °C. In the Kinetic studies performed for the
GST enzyme purified from sheep spleen tissue, the Km and Vmax values of the enzyme
were calculated using Lineweaver-Burk graphs. For GSH, which is the substrate of the
enzyme, the Ky value was 0,629 mM, the Vmax value was 0,056 EU/ mL; The Km value
for 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) was determined as 0,321 mM, and the Vmax
value was determined as 0,129 EU / mL.

Keywords: Glutathione S-transferase, purification, characterization, sheep, spleen.
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1. GIRIS

1.1. Okside Molekiiller

Serbest radikaller, yapisinda bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olan kimyasal
tiir olarak tanimlanmaktadir (Halliwell and Foyer, 1978). Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
stiperoksit (O2 ), hidroksil (OH"), peroksil (RO2") hidroperoksil (HO.) radikallerinden
olusan oksijen radikallerini ve bazi radikal olmayip ama kolayca radikallere doniisebilen
bazi tiirler olan, hidrojen peroksit (H202), hipoklordz asit (HOCI) ve ozon (Oz) gibi
oksitleyici tiirleri i¢erir. (Halliwell and Foyer, 1978). Bununla birlikte, ROS ayrica normal
metabolizma sirasinda iretilir ve enzimatik reaksiyonlarda, mitokondriyal elektron
taginmasinda, sinyal iletiminde, niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda, gen

ekspresyonunda ve nétrofillerin ve makrofajlarin antimikrobiyal etkisinde yer alir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), insan fizyolojik ve patofizyolojik siire¢lerinde ¢cok 6nemli
bir role sahiptir (D'Autréaux, 2007 ). Siiperoksit anyonlari ve hidrojen peroksit dahil olmak
iizere tiim ROS tiirleri, eslesmemis degerlik elektronlarina veya kararsiz baglara sahiptir.

(Krause, 2007)

O2 'nin biiyiik kism1 nispeten reaktif olmayan bir serbest radikaldir, mitokondriyal elektron
tagima zinciri i¢inde veya daha az olglide fagositik hiicrelerin belirli enzimleri yoluyla
iretilir (Cooke et al., 2003). Lipid zarlarina niifuz edemez ve bu nedenle ¢ogunlukla
solunum zincirinin yanindaki mitokondride bulunur. Bununla birlikte, mitokondride uygun
sekilde yok edilmezse, elektron tasima zincirindeki Fe-S merkezlerini inaktive ederek,
zamanla biriken hasara neden olarak, mitokondriyi kapatarak ve nihayetinde apoptozu

basglatarak mitokondriyal fonksiyonu inhibe edebilir (Valko et al., 2004).

H202 peroksizomlardaki molekiiler oksijenden kendiliginden ya da daha genel olarak
O2'den siiperoksit dismutazlarin (SOD) katalitik aktivitesi ile olusturulabilir (Ray and
Husain, 2002). Diger ROS'lara kiyasla daha az reaktivitesine ragmen, H.O2, mitokondri ve

capraz hiicre zarlar1 boyunca yayilma ve ayrica 6rnegin ¢ekirdekte bir¢ok hiicre hasari tipi



iiretme yetenegine sahip oldugundan karsinojenezde 6nemli bir rol oynar (Ray and Husain,
2002). H202 ayrica katalaz, glutatyon peroksidazlar veya peroksiredoksinler tarafindan

molekiiler oksijene ve suya doniistiirtiliir. (Szatrowski and Nathan 1991).

1.2. Okside Molekiillerin Zararlari

Yiiksek konsantrasyonlarda ROS, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerle
kolayca reaksiyona girerek, genellikle geri doniisii olmayan fonksiyonel degisikliklere ve
hatta tam yikima neden olur.( Krause, 2007) ROS, DNA, lipidler ve proteinler gibi ¢ok
sayida hiicresel komponentle etkilesime girebilir. Oksidatif DNA hasari, DNA baz hasari,
DNA tek zincir kirilmasi, DNA-protein c¢apraz baglar1 ve bazsiz DNA
(apirimidinik/apiirinik bolgeler) yapilarinda geri doniisiimsiiz hasara sebep olur. Bununla
birlikte, ROS’un DNA'daki baskin modifikasyonu, guaninin (8-hidroksil-2'-
deoksiguanozin) 8-hidroksilasyonu oldugu belirlenmistir (Cadet et al., 1994).

ROS'un memeli hiicrelerindeki baslica zararli etkilerine OH" radikali aracilik eder. Cok
kararsiz bir elektron yapisina sahiptir ve bu nedenle pratikte herhangi bir hiicresel bilesenle
reaksiyona girmeden Once bir veya iki molekiiler ¢aptan fazlasini yayamaz (Valko et al.,
2004). OH'nin in vivo ¢ogunlugu, indirgenmis gecis metallerinin (Fe, Cu, Co veya Ni
iyonlar1) varhginda, 6zellikle Fe*? H,O; ile temas ettiginde Fenton reaksiyonu yoluyla

uretilir.

Fe'? + H,0, — Fe™® +OH+ OH! (1.1)

Stiperoksit anyonu, oksitlenmis metal iyonlari:

Cu™ /Fe™® + 02 — Cu* /Fe + 0Oy (1.2)

Hiicre zan akigkanlig, biiylik dl¢tide, zar fosfolipidlerinde ¢oklu doymamis yag asidi yan
zincirlerinin varligi ile belirlenir. Coklu doymamis yag asitleri, serbest radikal saldirilarina
kars1 ¢cok hassastir ve lipid peroksidasyonunu tetikleyebilir. OH" veya oksoferril tiirleri gibi
farkli ROS, lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Lipid radikalleri iiretildiginde, zarlarda

¢cozlinmiis oksijen ile birlesirler ve zar proteinlerine ve bitisik ¢oklu doymamis yag asidine



saldirabilen, zar lipid peroksidasyonunu yayan peroksil radikalini olustururlar. Lipid
peroksidasyonuna karst koruma, lipidde ¢ozlinen antioksidanlar (E vitamini ve ubikinol
gibi) tarafindan peroksil radikal siipiirme yoluyla veya lipid hidroperoksitlerin glutatyon

peroksidaz tarafindan indirgenmesi yoluyla saglanabilir.

H>0,, HOCI, gegis metalleri, aktive notrofiller, oksidorediiktaz enzimleri ve lipid
oksidasyonunun yan iiriinleri gibi ¢esitli ajanlar protein oksidasyonuna yol agabilir. Cok
sayida oksidatif protein modifikasyonu tiirii vardir. En yaygin olanlar1 protein tiyol
oksidasyonu ve protein karbonillerinin olusumudur. Proteinlere serbest radikal saldirisi,
tiyol gruplarin oksidasyonu ile sonuglanir. Kiikiirt iceren amino asitler, yani sistein ve
metionin, muhtemelen oksidatif saldiriya en yatkin olanlardir. Tiim oksitleyici maddeler,
sistein ve metioninin modifikasyonunu indiikleyebilir. sistein oksidasyonu radikalleri ve
disiilfidler olusturur. Metioninin oksidasyonu, metionin siilfoksit olusumuna yol agar.
Proteinlerdeki oksidatif degisiklikler, enzim aktivitelerinin inhibisyonuna ve baglanmaya
yol agabilir. Mitokondriyal akonitaz (Yan et al., 1997) ve glutamin sentetaz (Carney et al.,
1991) asamali olarak Yaslanma sirasinda oksitlenir. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu,
fibrinojen oksidasyonunun pihtt olusumunu engelledigi sekilde fonksiyon kaybina da
neden olabilir.( Shacter et al., 1995) okside molekiillerin neden oldugu oksidatif stres,
hiicresel nekroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, nérolojik bozukluklar, Parkinson,
Demans, Alzheimer, enflamatuar hastaliklar, karaciger bozuklugu ve kas distrofisi gibi

cesitli hastaliklara neden olurlar (Kunwar and Priyadarsini, 2011).

1.3. Antioksidanlar

Okside molekiillerin oksidasyondan kaynaklanan hiicresel hasar1 dnleyebilen molekiillere
antioksidanlar denir. Elektronlar1 bir molekiilden oksitleyici olan maddeye aktaran
kimyasal reaksiyon oksidasyon olarak tanimlanir. Oksidasyon reaksiyonlari sonucunda
serbest radikaller tiretildigi bilinmektedir. Oksidasyon reaksiyonlari sonucu iiretilen serbest
radikaller, dis enerji seviyelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunan ve
oldukea reaktif olan kimyasal tiirlerdir. Serbest radikaller olusturulduktan sonra, zincir
reaksiyonlar baslar. Antioksidan olarak tanimlanan molekiiller olugan bu serbest radikaller
ile reaksiyona girer ve serbest radikalleri ve olusturduklar ara {riinleri uzaklastirir ve bu

sayede zincirleme reaksiyonlart durdurular. Antioksidanlar kendileri oksitlenrek



oksidasyon reaksiyonlarinin inhibisyonuna neden olurlar. Oksidasyon reaksiyonlari
hiicreler acisindan ¢ok 6nemli olsa da, bazi durumlarda zarar verici olabilirler (Hamid et al.,
2010).

Bitki ve hayvan hiicreleri, okside molekiillerin zararlarindan korunmak i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemlere sahiptir. C vitamini ve E vitamini gibi vitaminler
enzimatik olmayan antioksidan tiirlerini temsil ederken, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve ¢esitli peroksidazlar gibi enzimler ise enzimatik antioksidanlar1 temsil etmektedir
(Hamid et al., 2010). Enzimatik antioksidanlar canli viicudunda hiicreler tarafindan tiretilir

ve birincil ve ikincil antioksidanlara doniisebilir.

Birincil antioksidan tiirler: Birincil antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinden olusur. SOD enzimi, siiperoksit radikalinin
(02.7) hiicreden uzaklagtirllmasinda ve serbest radikallerin verdigi zarar1 onarmakla
gorevlidir. SOD enzimi siiperoksit kararsiz anyonlarin hidrojen peroksite doniistiiriildiigii

indirgenme reaksiyonunu katalizler. SOD enziminin katalizledigi reaksiyon;

SOD
2027 +2H" — H20;2 + 0. (1.3)

Katalaz enzimi (CAT); kan serumunda ve canli hiicrelerin bir¢ogunda bulunmaktadir.
Hiuicredeki gorevi H2O2’yi suya ve oksijene doniistiirmektir. Ayrica meyve sularinda,
yumurta sarisindan yapilan krema da ve salatanin korunmasinda ortamdaki oksijeni
uzaklastirmak igin ticari olarak kullanilir (Chakraborty et al., 2009). Katalaz enziminin

kalizledigi reaksiyon

CAT
2H0, — 2H20 + O, (1.4)

Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzimi; selenyum igeren enzimlerin grubundandir. Sitozolik
form, plazmik form, fosfolipid hidroperoksit ve gastrointestinal glutatyon peroksidaz
ailesinden olusmaktadir (Chakraborty et al., 2009). Glutatyon Peroksidaz enziminin

hiicredeki ve plazmadaki gorevi indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda H202’nin H20



‘ya doniisiim reaksiyonunu kataliz etmektir. Bu reaksiyon sonucu oksitlenmis glutatyon
(GSSG) olusur. Olusan okside glutatyon glutatyon rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi
reaksiyonla indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) tarafindan
saglanan saglanan elektronlarla indirgenmis formunu geri kazanir. GPx enziminin

katalizledigi reaksiyon

GPx
2GSH + H,0, — GSSG + 2H-0. (1.5)

Ikincil antioksidan tiirler: Sekonder antioksidanlar olarak adlandirilan, glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ve 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz (6PGD) enziminden olusmaktadir. G6PD ve 6PGD enzimleri pentoz fosfat
yolu oksidatif reaksiyonlarinda NADPH iiretirler. GR enzimi GSSG ve NADPH
kullanilarak indirgenmis glutatyon (GSH) molekiiliinii geri doniistiirmek i¢in gereklidir.

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon

GR
GSSH + NADPH — NADPH + 2GSH (1.6)

Enzimatik olmayan antioksidanlar olarak adlandirilan molekiiller genellikle viicutta dogal
olarak bulunmaz besinsel takviye ile alinmasi gereken antioksidan sinifidir (Raygani et al.,
2007). Bu smufta mineraller, vitaminler, karotenoidler, polifenoller ve asagida listelenen

diger antioksidanlar sayilabilmektedir.



Mineraller: Enzimlerin gdrevlerini yapabilmesi igin viicut hiicrelerinde kofaktor olarak
mineraller gereklidir. Hiicredeki mineral eksikliginin pekcok hiicresel makromolekiiliin
anabolizma ve katabolizma reaksiyonunu etkiledigi bilinmektedir. Bunlar mineraller

arasinda selenyum, bakir, demir, ¢inko ve manganez sayilabilir.

Demir (Fe) ; hiicrelerde hemoglobin, miyoglobin gibi proteinler ile baglanmis olarak en bol
bulunan metaldir. Normalde metabolizmada serbest olarak bulunan demir konsantrasyonu
oldukca diisiiktiir. Fakat yapilan arastirmalar demir baglayici proteinlerin metabolizmadaki
disik konsantrasyonlarinin ROS {iretimini, hiicresel lipitlerin peroksidasyonunu ve
oksidatif stress’e neden oldugunu ortaya koymaktadir (Dabbagh et al., 1994). Bu sebeple
yeterli demir takviyesinin hiicrede oksidatif stresin azaltilmasina yardimci oldugu ileri

surilmektedir.

Magnezyum (Mg); glukoz metabolizmasinda pentoz fosfat yolu reaksiyonlarinda NADP™ nin
NADPH’a indirgenmesi reaksiyonlarin1 katalize eden ve dolayisiyla GSH'nin GSSG'ye
doniisiimii i¢in gerekli NADPH 1 iireterek hiicrelerde normal bir redoks durumunu koruyan
glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) enzimleri
icin kofaktor olarak gorev alir. Magnezyum eksikligi G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktivitelerini azaltir ve GSSG’nin GSH’ye donlistimii kisitlanir bu nedenle hiicrelerde

oksidatif hasar olusumuna sebep olur. (Fang et al., 2002).

Selenyum (Se); enzimatik antioksidanlar ¢ok Onemli bir kofaktordiir. Selenyum
antioksidan metabolizmasinda gorev yapan 6zellikle glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin
rediiktaz gibi enzimlerin aktivite gosterebilmesi i¢in gereklidir. Selenyum yeterli seviyede
bulundugunda, enzimatik antioksidanlar lipit peroksidasyonu ve okside molekiillerin
olusturacagi hasara karsi koruyucu rol oynar ve 6zellikle hiicre zarin1 korurlar. Se, H20>
ve lipitlerin hidroksiperoksit metabolizmasinda yer almaktadir. Bu reaksiyonlarda gorev
aldigindan dolay1 E vitamini yerine ikame edilebilir. Dolayli olarak kanser ve

kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmak i¢in kullanilabilmektedir (Sikora et al., 2008).

Bakir (Cu) ve Cinko (Zn) SOD1 ve SOD3 enzim izoformlarina, Manganez (Mn) ise SOD2
enzim izoformuna kofaktor olarak bagli olan metallerdir. Cu-Zn SOD (SOD1 ve SOD3)

izoenzimleri proton iletimine yardimci olan aktif bolgelerinde Cu ve Zn'ye sahip sitozolik



enzimlerdir. Mn-SOD (SOD2) ise mitokondride bulunur ve aktif bolgesinde Mn'ye

sahiptir. Bu metaller SOD izoenzimlerinin antioksidan aktivite gostermelerini saglarlar.

Vitaminler: Vitamin smiflarindan olan A, C, E ve B vitaminleri viicudun enzimatik
antioksidan sistemlerinin ¢alismasi igin gereklidir. Bu vitaminler viicudumuzda

sentezlenemediginden dolay1 diyetle alinmalar1 gerekir.

A vitamini; retinol,  3,4-didehidroretinol ve 3-hidroksiretinol gibi ii¢ ana izoformda
bulunan A vitamini, organizmanin bakarkorliik, gece korliigiine karsi korunmasinda cilt
epitell hiicrelerinin korunmasinda ve mukus zarlarinin olusumunda goérevlidir. Bu gorevleri
yaninda antioksidan 6zelliklere sahiptir ve bagisiklik sisteminin ¢aligmasina da yardimci
olur. A vitamininin besinsel kaynaklar1 arasinda basta havu¢ olmak iizere patates, siit,

yumurta saris1 ve mozzarella peyniri sayilabilir.

C vitamini; suda ¢oziinen vitaminler smifindandir ve kimyasal adi askorbik asittir. C
vitamini organizmanin yaglanma siirecine ve kanser, kalp hastaligi ve artrit gibi
hastaliklarin olusumuna katkida bulunabilecek serbest radikallerin ve okside molekiillerin
neden oldugu DNA hasarini 6nler. C vitamini kaynaklar1 arasinda, meyveler (cogunlukla

narenciye), sebzeler, tahillar, sigir eti, kiimes hayvanlar1 ve baliklar sayilabilir.

E vitamini; suda ¢oziinmeyen lipitte ¢6ziinen bir vitamindir. o, B, y ve & tokoferol ve a, B,
y ve o-tokotrienol gibi sekiz farkli formu vardir. Bu formlar igerisinde a-tokoferol en
yiksek biyoyararlanima sahiptir. E vitamni, lipit radikali ile reaksiyona girerek hiicrenin
en Onemli komponentlerinden olan zarlar1 koruyan lipitte ¢6ziiniir bir antioksidandir. E
vitamini kaynaklar1 arasinda, badem, aspir yagi, soya fasulyesi yaglari, bugday tohumu

yagl, findik, brokoli, balik yag1 vb. sayilabilir.( Hamid et al., 2010)

Karotenoidler: Karotenoid sinifin1 f-karoten, likopen, lutein ve zeaksantin olusturur. -
karoten A vitaminin 6nciil maddesi olarak bilinir. Antioksidan aktiviteye sahip olan f-
Karoten, kayisi, havug, balkabagi, tatli patates, mango, kavun, turp, 1spanak ve lahana gibi
turuncu-yesil renkli gida maddelerinde bulunur. Giiglii bir antioksidan olan Likopen
domates, karpuz, kayisi, guava, papaya, pembe greyfurt ve diger gidalarda bulunur.

Yapilan aragtirmalar Likopenin singlet oksijenin giderilmesinde etkili bir bilesik oldugunu



gostermektedir. Retinanin serbest radikallerin zararli etkilerine karsi korunmasinda ve
aterosklerozun Onlenmesinde etkili olan Lutein, 1spanak ve lahana gibi yesil yaprakli

sebzelerde bol miktarda bulunur (Sikora et al., 2008)

Polifenoller:  Fenolik asitler, flavonoidler, gingerol, kurkumin vb. smiflar1 igeren
polifenoller, giiclii antioksidan aktivitelere sahip fitokimyasallarin bir smifidir.
Polifenollerin antioksidan aktiviteleri bu bilesikleri kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine
baglidir (Ajila et al., 2011). Flavonoidler, polifenolik bilesiklerin énemli bir sinifidir ve
sebzelerde, meyvelerde, tahillarda, tohumlarda, yapraklarda, giceklerde, kabuklarda bol
bulunmaktadir. Zencefil ve zerdegal gibi baharatlarda bazi polifenolik bilesiklerin
kaynaklarindandir. Ornegin, gin-gerol zencefilden elde edilirken, kurkumin zerdegalin ana
biyoaktif bilesenidir ve ¢ok giiclii bir antioksidan aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir.
Daha oOnce yapilan arastirmalarda kurkumin bilesiginin lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigi ve daha diisik ROS {iretimine yol agtig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda epitel

hiicrelerinde GSH seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir (Biswas et al., 2005).

1.4. Glutatyon

Bir tiyol tipeptid olan glutatyon (GSH; y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin), cogu organizmada
bulunur. a-karboksil glutamat grubunun sistein amino grubuna baglanmasi, bu bagi
proteinlerdeki peptit baglarindan ayirir. Bunun molekiile stabilite kazandirdig:
diisiiniilmektedir, ¢linkii spesifik amino asit transferazlar1 yoluyla bozunmaya izin verir.
Halobakteriler gibi baz1 organizmalarda, glutatyon tiyosiilfat gibi diger kiikiirt bilesikleri
ile degistirilebilir (Newton et al., 1985). Baska bir 6rnek, baz1 parazitik protozoalarda
glutatyona benzer redoks fonksiyonlarini yerine getiren bir bilesik olan tripanotion (N 1, N
8-bis (glutatyonil) spermidin) 'dir (Fairlamb et al., 1985). Bitkilerde, glutatyon tipik olarak
hiicrelerde milimolar konsantrasyonlara birikir, doku igerigi serbest sistein 10 ila 50 kat
artar. Baz1 bitki taksonlarinda, GSH'nin yani1 sira homolog glutatyon formlar1 da bulunur.
Glisin yerine, bu bilesikler serin, a-alanin veya gluta-mate gibi diger C-terminal amino
asitleri i¢erir (Rennenberg, 1980). GSH'nin yaninda homoglutatyonun (a-Glu-Cys- a-Ala)
bulunabildigi baklagillerde, iki homolog farkli genler tarafindan kodlanan farkli enzimler
tarafindan sentezlenir (Macnicol, 1987). Bugday gibi tahillarda bulunan hidroksimeti-
YIGSH (a-Glu-Cys-Ser) yolu daha az agiktir (Klapheck, 1988). Saflastirilmis bir bugday



glutatyon sentetazi  (GSH-S), L-serin veya D-ser-ine karsi higbir aktivite gostermedi,
ancak diger baz1 L- ve D-amino  asitlerine ve glisine kars1 diisiik aktivite bildirildi
(Skipsey, et al., 2005). Hidroksi-metilGSH, karboksipeptidaz Y gibi transpeptidaz
aktivitesine sahip enzimler tarafindan katalize edilen GSH'nin modifikasyonlarindan
kaynaklanabilir (Okumura et al., 2003). Homoglutatyon ve a-Glu-Cys-Ser'in disiilfiir
formlar1 glutatyon rediiktaz (Klapheck, 1988). Bildigimiz kadariyla, Arabidopsis'te
onemli miktarda GSH homologu bildirilmemistir, ancak saflastirilmis GSH-S sug- analizi,
baz1 tiirlerde yeni homologlarin kesfedilmeyi bekleyebilecegini gostermektedir (Skipsey
et al., 2005). Bakteriyel GSH-S'yi asir1 eksprese eden kavaklarda, HPLC izlerinde iki yeni
tepe noktasi ortaya ¢ikti ve bunlar, glisin igerigi diisiik oldugunda, karanlikta tutulan

bitkilerde en giiclii sekilde birikti. Bu zirvelerin kimyasal kimligi bilinmemektedir.

Birgok GSH fonksiyonu, sistein kiikiirt grubunun geri doniisiimlii redoks reaksiyonlari ile
baglantilidir. Diger tiyoller gibi, glutatyon de ¢ok sayida redoks reaksiyonuna maruz
kalabilir. Oksitlenmis formlar, glutatyon disiilfiir (GSSG) tiretmek i¢in baska bir glutatyon
sistein resi ile veya 'karisik disiilfitler' olusturmak i¢in farkli bir tiol ile disiilfitlerin yani
sira, tiol grubunun siilfenik, stilfinik veya stilfonik asitlere doniistiiriildiigii daha fazla okiiz
idize formlari ile 6zellikle in- clude disiilfitler (Fuaye ve Noktor, 2005). Bununla birlikte,
glutatyon biyokimya bu bilesiklerle sinirli degildir. Endojen ve ksenobiyotik elektrofilik
tiirlerle bir dizi glutatyon konjugatinin olugma potansiyeligok biyiiktiir (Wang et al., 1998).
Ozellikle, GSNO, potansiyel bir sinyal molekiilii veya NO'nun yedek bir 6begi olarak
fizyolojik 6nemi i¢in artan bir dikkat ¢ekmektedir(Astier and Lindermayr, 2012).

GSH'yi yiiksek oranlarda oksitleyebilen bilesikler arasinda siiperoksit veya hidroksil
radikali gibi ROS’lar bulunur. Bu nedenle, nispeten yiiksek hiicresel konsantrasyonu
nedeniyle, glutatyon bir ¢Opgii niikleofil gorevi goriir. Bu nedenle, glutatyon, hassas
hiicresel bilesenlerin asir1 oksidasyonu 6nleyen oldukca indirgeyici bir kimyasal bariyerdir.
Bircok birincil ve ikincil metabolit, kurban antioksidanlar1 olarak benzer sekilde hareket
edebilir. Bununla birlikte, glutatyonun aksine, bu bilesiklerin oksitlenmis formlar1 ya stabil
degildir ve / veya yliksek oranlarda indirgenmis forma geri doniistiiriilmez. Buna karsilik,
glutatyon, GSSG ve ozellikle NADPH icin yiiksek afiniteye sahip sitozol, plastitler,
mitokondri ve peroksizomlarda bulunan spesifik GR'ler tarafindan agirlikli olarak

indirgenmis bir durumda tutulur (Halliwell and Foyer, 1978).Ayrica, glu-tathione
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oksidasyonu sadece kimyasal olarak degil, ayn1 zamanda H202 veya diger peroksitleri
suya veya ilgili alkole indirgemek i¢in GSH'yi kullanabilen enzimler tarafindan katalize
edilir. Son olarak, dehidroaskorbat rediiktaz enzimi (DHAR), glutatyon oksidasyonunu
askorbat rejenerasyonuna baglar, ancak bu reaksiyon kimyasal olarak énemli ancak daha
diistik oranlarda da ortaya cikabilir. DHA'min GSH bagimli indirgenmesi, NADPH
oksidasyonunun askorbat ve glutatyon havuzlari yoluyla ROS giderimine baglanmasina
izin verir (Halliwell and Foyer, 1978). Bitki antioksidatif sistemlerinin kompleks oldugu
goOsterilmis olsa da (Mittler et al., 2004) ve birgok bilesenin fonksiyonlar1 tanimlanmaya
devam ederken, mevcut bilgiler askorbat ve glutatyonun katalazlarin yani sira, yiiksek
kapasiteli redoks-homeostatik H202 isleme yollarinda birlikte hareket ettigini
dogrulamaktadir. (Mittler et al., 2004)

1.5. Enzimler

Biyokimya tarihinin ¢ogu, enzim arastirmalarinin tarihidir. Biyokimyasal kataliz ilk olarak
1700'i yillarin sonlarinda mide salgilarinin etin sindirimi {lizerine etkisi ¢alismalarinda
kesfedilmis ve tanimlanmistir. 1800'lerde nisastanin tiikiiriik ve ¢esitli bitki ekstraktlari ile
sekere doniistiiriilmesinin incelenmesiyle arastirmalar devam etmistir. 1850'11 yillarda
Louis Pasteur, sekerin maya tarafindan alkole fermantasyonunun "fermentler" taratindan
katalize edildigi ¢ikarimina vardi. Fakat bu ferment olarak tanimladig1 molekiillerin canl

maya hiicrelerinin yapisindan ayrilamayacagini 6ne siirdii;

Bu vitalizm olarak adlandirilan goriis, onlarca yil hiikiim siirdii. 1897 yilinda Eduard
Buchner ise maya ekstraktlarinin sekeri alkole fermente edebilecegini kesfetti ve bu,
fermentasyonun hiicrelerden ¢ikarildiginda calismaya devam eden molekiiller tarafindan
tesvik edildigini kanitladi. Frederick W. Kiihne bu molekiillere enzimler adin1 verdi.
Hayata dair dirimsel kavramlar cilriitiliircken, yeni enzimlerin farkli kaynaklardan
izolasyonu ve karakterizasyon Ozelliklerinin arastiritlmasi biyokimya biliminde bir ¢igir

act1. (Fisher, 2001)

1926 yilinda James Sumner tarafindan iireazin izolasyonu ve kristalizasyonu, erken enzim
arastirmalarinda bir atilim sagladi. Sumner, elde ettigi iireaz kristallerinin tamaminin

proteinden olustugunu buldu ve tiim enzimlerin protein yapisinda olacagini 6ne siirdii. Bu
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fikir yeni ornekler kesfedilene kadar bir siire tartigmali olarak kaldi. John Northrop ve
Moses Kunitz yaptiklar1 ¢alismalarda pepsin ve tripsininde aralarinda bulundugu diger
sindirim enzimlerini kristalize ettiler ve onlarin da protein yapisinda olduklarin1 buldular.

Sumner'in enzimler konusunda vardigi ¢ikarim ancak 1930'larda genis ¢apta kabul gordii.

Bu siirecte, J. B. S. Haldane, “Enzimler” baslikl1 bir inceleme yazdi. Enzimlerin molekiiler
dogasi heniiz tam olarak anlagilamamis olsa da Haldane, bir enzim ile onun substrati
arasindaki zayif bag etkilesimlerinin bir reaksiyonu katalize etmek i¢in kullanilabilecegine
dair dikkate deger bir Oneride bulundu. Bu kavrayis, mevcut enzimatik kataliz

anlayisimizin temelinde yer almaktadir. (Fisher, 2001)

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar kiigiik bir katalitik RNA molekiilii grubu disinda, tim
enzimlerin protein yapisinda oldugunu gostermektedir. Enzimlerin katalitik aktivite
gosterebilmeleri dogal protein konformasyonlarinin biitiinliigline baglidir. Bir enzim
denatiire edilirse ya da alt birimlerine ayristirilirsa, katalitik aktiviteleri genellikle yok olur.
Bir enzim, yapisini olusturan amino asitlerine parcalanirsa, katalitik aktivitesi her zaman
kaybolur. Bu nedenle protein yapisinda olan enzimlerinin primer, sekonder, tersiyer ve

quaterner yapilari, katalitik aktivite gosterebilmeleri i¢in esastir.

Enzimler, proteinlere benzer sekilde, yaklagik 12.000 ila 1 milyon arasinda degisen
molekiiler agirliklara sahiptir. Bazi enzimler, aktivite i¢in amino asitlerden olusan alt
birimleri disinda hicbir kimyasal gruba ihtiya¢ duymazlar. Digerleri, Fe*2, Mg*?, Mn*? veya
Zn*? gibi kofaktdr olarak adlandirilan inorganik iyon veya koenzim adi verilen karmasik
bir organik veya metalloorganik molekiil gibi ek bir kimyasal bilesen gerektirir. Bazi
enzimler, aktivite i¢in hem bir koenzim hem de bir veya daha fazla metal iyonu gerektirir.
Apoenzime ¢ok siki veya hatta kovalent olarak bagli olan bir koenzim veya metal iyonuna
prostetik grup denir. Bagli koenzim ve/veya metal iyonlariyla birlikte katalitik olarak aktif
tam bir enzime holoenzim adi verilir. Holoenzimlerin protein igeren kismina apoenzim
veya apoprotein yapisi denir. Koenzimler, belirli fonksiyonel gruplarin gegici tastyicilari
olarak hareket eder. Cogu, diyette kiigiik miktarlarda gerekli olan organik besinler olan
vitaminlerden elde edilir. Son olarak, bazi1 enzim proteinleri fosforilasyon, glikosilasyon
ve diger islemlerle kovalent modifikasyona ugrar. Bu degisikliklerin ¢ogu enzimatik

aktivitenin diizenlenmesinde rol oynar.
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Pek ¢ok enzim, fizyolojik substratlarinin ismine ya da aktivite gosterdikleri reaksiyonlari
tanimlayan bir kelime veya deyime “-az” eki getirilerek isimlendirilmistir. Boylece iireaz,
iirenin hidrolizini katalize eder ve DNA polimeraz, DNA olusturmak i¢in niikleotitlerin
polimerizasyonunu katalize eder. Diger enzimler, katalize edilen spesifik reaksiyon
bilinmeden &6nce, genis bir islev icin kesifleriyle adlandirildi. Ornegin, gidalarin
sindiriminde etkili oldugu bilinen bir enzim, Yunanca pepsis'ten gelen "sindirim" pepsin
olarak adlandirildi ve lizozim, bakteri hiicre duvarlarin1 pargalama yeteneginden dolay1
adlandirildi. Yine de digerleri kaynaklar1 i¢in adlandirildi: kismen Yunanca tryein'den
"yipranmak" olarak adlandirilan tripsin, pankreas dokusunun gliserin ile ovulmasiyla elde
edildi. Bazen ayn1 enzimin iki veya daha fazla ad1 olabilir veya iki farkli enzimin ad1 ayn
olabilir. Bu tiir belirsizlikler ve yeni kesfedilen enzimlerin sayisinin siirekli artmasi
nedeniyle, biyokimyacilar uluslararasi anlagsma ile enzimleri adlandirmak ve
siiflandirmak i¢in bir sistem benimsemislerdir. Bu sistem enzimleri, katalize edilen
reaksiyon tipine gore her biri alt siniflari olan alt1 sinifa ayirir. Her enzime dort parcali bir
siniflandirma numarasi ve katalize ettigi reaksiyonu tanimlayan sistematik bir isim verilir.

Ornek olarak, asagidaki reaksiyonu katalize eden enzimin resmi sistematik adi

ATP + D-glukoz — ADP + D-glukoz 6-fosfat (1.6)

ATP:glukoz fosfotransferazdir, bu da enzimin bir fosforil grubunun ATP'den glukoza
transfer reaksiyonunu katalize ettigini gosterir. Bu enzime ait Enzim Komisyon numarasi
(E.C.) 2.7.1.1'dir. enzim komisyon numarasindaki birinci say1 (2), sinif adin1 (transferaz)
belirtir; ikinci say1 (7), alt sinif (fosfotransferaz); tigiincii say1 (1), ise bir hidroksil grubuna
alic1 olarak sahip olan bir fosfotransferaz; ve dordiincii say1 (1), fosforil grubunun alicisinin
D-glukoz oldugunu gosterir. Bir¢ok enzim i¢in daha yaygin olarak geleneksel bir isim
kullanilir. Ornegin heksokinaz enzimi. Bilinen binlerce enzimin tam listesi ve agiklamasi
“Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi'nin Adlandirma Komitesi”

tarafindan saglanmaktadir.

Reaksiyonlarin enzimler tarafindan katalizi, canli sistemler i¢in hayati Oonem arz
etmektedir. Biyolojik olarak ilgili kosullar altinda, katalize edilmemis reaksiyonlar yavag
olma egilimindedir - ¢ogu biyolojik molekiil, hiicrelerin i¢indeki nétr pH, hafif sicaklik,

sulu ortamda oldukca kararlidir. Ayrica, biyokimyadaki bir¢ok yaygin reaksiyon, kararsiz
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yiiklii ara maddelerin gegici olusumu veya reaksiyon i¢in gereken kesin oryantasyonda iki
veya daha fazla molekiiliin ¢carpismasi gibi hiicresel ortamda elverissiz veya olasi olmayan
kimyasal olaylar1 gerektirir. Yiyecekleri sindirmek, sinir sinyalleri gondermek veya bir
kasin kasilmasi i¢in gereken reaksiyonlar, enzimatik kataliz reaksiyonlar1 olmadan yararl
bir hizda gerceklesmez. Enzimler olaganiistii katalizorlerdir. Enzimler de oldukga
spesifiktir ve olduk¢a benzer yapilara sahip substratlar arasinda kolaylikla ayrim

yapabilirler . (Fisher, 2001)

Bu etkilesim iki sekilde agiklanabilir; Birincisi, enzim katalizli bir reaksiyon sirasinda
kovalent baglarin yeniden diizenlenmesinde yatmaktadir. Substratlar ve enzimlerin
fonksiyonel gruplar1 arasinda birgok tiirden kimyasal reaksiyonlar meydana gelir. Bir
enzim tlizerindeki katalitik fonksiyonel gruplar, bir substrat ile gegici bir kovalent bag
olusturabilir ve onu reaksiyon i¢in aktive edebilir veya bir grup, substrattan enzime gecici
olarak transfer edilebilir. Cogu durumda, bu reaksiyonlar sadece enzimin aktif bolgesinde
meydana gelir. Enzimler ve substratlar arasindaki kovalent etkilesimler, alternatif,
aktivasyon enerjisinin daha diisiik oldugu bir reaksiyon mekanimasi saglar ve reaksiyonun

aktivasyon enerjisini diisiiriir (ve dolayisiyla reaksiyonu hizlandirir).

Ikinci kismi, enzim ile substrat arasinda meydana gelen kovalent olmayan etkilesimlerde
yatmaktadir. Aktiflesme enerjilerini diistirmek i¢in gerekli olan enerjinin ¢gogu, substrat ile
enzim arasinda meydana gelen zayif, non-kovalent etkilesimlerden elde edilir. Enzimleri
diger katalizorlerin ¢ogundan gergekten ayiran sey, spesifik bir ES kompleksinin
olusumudur. Bu kompleks igerisinde substrat ve enzim arasindaki etkilesimlere, hidrojen
baglar1 ve hidrofobik ve iyonik etkilesimler dahil olmak iizere protein yapisini stabilize
eden ayn1 kuvvetler aracilik eder. ES kompleksindeki her zayif etkilesimin olusumuna,
etkilesime bir dereceye kadar kararlilik saglayan az miktarda serbest enerjinin salinmasi
eslik eder. Onemi, enzim-substrat etkilesiminin basit bir stabilizasyonunun 6tesine uzanir.
Baglanma enerjisi, enzimler tarafindan reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini diistirmek

icin kullanilan ana serbest enerji kaynagidir. (Fisher, 2001)

Enzimlerin kristallestirilebileceginin kesfidimesi sonrasinda enzimatik yapilarin x-151m
kristalografisi yontemi ile ¢dziimlenmesi gergeklesti. Bu yontem ilk olarak gézyasinda,

tiikiiriikte ve yumurta akinda bulunan ve bazi bakterileri sindiren bir enzim olan lizozim
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enzimi i¢in uygulandi. Enzim yapilarinin aydinlatilmasi David Chilton Phillips ve
arkadaglari tarafindan gergeklestirildi ve 1965'te yayina gecirildi (Hayes, 2005). Lizozimin
aydinlatilan yapisi, yapisal biyoloji alaninda yeni bir devrin basladigini ve enzimlerin nasil
calistiginin agiklamasinin atomik ayrint1 diizeyinde gergeklesecegini ilan ediyordu (Leaver

and George, 1998 ).

1.6. Glutatyon S-Transferaz

Daha oOnceden ligandinler olarak adlandirilan glutatyon S-transferazlar (GST'ler),
indirgenmis glutatyon formunun (GSH) detoksifikasyon metabolizmasinda ksenobiyotik
olarak adlandirilan substratlara konjugasyonu reaksiyonlrini katalize eden dkaryotik ve
prokaryotik faz Il detoksifikasyon metabolik izozimler ailesidir. GST izoenzimleri ailesini
tic siiper aile olusturur. Bu aileler, sitozolik, mitokondriyal ve mikrozomal GST’lerdir
(Adler et al., 1999). GST siiper izoenzim ailesinin iiyelerinin sahip oldugu amino asit
dizisinde oldukca cesitlidir ve halka agik veritabanlarinda depolanan dizilerin ¢ogunun

bilinmeyen islevleri vardir.

GST izoenzimleri bazi memeli organizmalarda sitozolik proteinlerin %210'unu
olusturabilirler. GST izoenzimleri, ksenobiyotikleri suda daha ¢oziiniir hale getirmek icin
cok ¢esitli substratlar lizerindeki elektrofilik merkezlere bir siilthidril grubu vasitasiyla
GSH'nin konjugasyon reaksiyonunu katalizler (Sheehan et al., 2001). Bu reaksiyon
aktivitesi sonucu peroksidize lipitler benzeri endojen bilesikler detoksifiye olur ve
ksenobiyotikler parcalanir. GST'ler ayrica toksinleri baglayabilir. GST izoenzimlerinin
aktif bolgelerinde glutatyonun baglandig1 bolge "G bolgesi", olarak adlandirilir ( Atkinson
and Babbitt, 2009).

GST'nin aktivite gosterebilmesi i¢in, sentetik enzimler gama-glutamilsistein sentetaz
enzimi ve glutatyon sentaz enziminden siirekli bir GSH tedarikine ve ayrica GSH
konjugatlarini hiicreden ¢ikarmak i¢in spesifik tasiyicilara ihtiya¢ duyar. GST dimerinin
her iki alt birimi, dogada hetero veya homodimer olarak bulunanlar, tek bir substrat
olmayan baglanma bolgesi ve bir GSH baglanma bolgesi igerir. Glutatyon molekiilii, N- ve

C-terminal alanlar1 arasinda bir yariktan baglanir.
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GST ler tarafindan hedeflenen bilesikler, kemoterapétikler ve diger ilaglar, bocek ilaglari,
herbisitler, kanserojenler, epoksitler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli gevresel veya baska

sekilde eksojen olan toksinlerdir

Memeli GST izoenzimlerinin birgogu substrat olarak 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
molekiilil i¢in afiniteye sahiptir. CDNB substrat1 spektrofotometrik testlerde genellikle
GST aktivitesini belirlemek i¢in kullanilir. Bunun yanisira, bilirubin gibi baz1 endojen

bilesikler GST’lerin aktivitesini inhibe edebilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

GST izoenzimleri ilk defa 1961 yilinda sigan karacigerinde tanimlanarak farkli substrat
ozelliklerine gore bes grupta epoksit transferaz, asiltransferaz, alkiltransferaz, alken

transferaz ve aralkil transferaz olarak siniflandirildi.

Sonraki caligmalar memelilerde, boceklerde, baliklarda, kuslarda, yumusakcalarda ve
birgok mikroorganizmada GST enziminin varligini géstermistir. Ayni zamanda karaciger,
ince bagirsaklar, kalin bagirsaklar, bobrekler, akcigerler, meme, kas, dalak, testis ve

plasenta basta olmak iizere bir¢ok organin sitozol ve zarinda bulundugu tespit edilmistir.

Pabst ve arkadaglari (1974), GST enzimini, DEAE-seliiloz iizerinde anyon degisim
kromatografisi yontemi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi, CM-seliiloz katyon degisim
kromatografisi yontemi ve hidroksilepatitli kolon kromatografisi kullanarak 4.1 EU / mg
spesifik aktivite ile sigan karacigerinden saflastirmistir. Enzimin fosfat tamponunda pH
7.0’de stabil oldugu belirlenmistir. Saf enzimin bir homodimer oldugu molekiil agirliginin

45 kDa ve alt birim molekiil kiitlesinin 25 kDa oldugu bulunmustur.

Awasthi ve arkadaslar1 (1980) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada GST enziminin katyonik ve
anyonik izoformlarini insan karacigerinden saflastirmiglardir. Bu saflastirma islemlerinde
%65 amonyum siilfat doygunlugunda ¢oktiirme yapilmis, DEAE-seliiloz anyon degisim
kromatografisi yontemi, sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirma
islemleri gergeklestirmislerdir. Daha sonra anyonik ve katyonik GST’ler izoelektrik
odaklama ile birbirinden ayrilmistir. Bu islemler sonucunda elde edilen anyonik GST
enzimine ait alt birimi molekiil agirligin1 22.5 kDa, katyonik GST enzimine ait alt birimin

molekiil agirhigini 24.5 kDa olarak hesaplamiglardir.

Asaoka ve arkadaglar1 (1983) tarafindan yapilan ¢alismada sigir karacigeri sitozoliinden
GST enzimi orange-A agaroz afinite kromatografisi ile saflagtirilmistir. Bu saflagtirma
isleminde enzimin iki temel izoformu DEAE iyon degisim kromatografisi ile ayrilmis ve

bu iki formun izoelektrik pH degeri sirastyla 6.7 ve 6.1 olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada
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GST nin iki izoenziminin aktivitelerinin Cu*?, Hg*?, Cd*?, Zn*? iyonlar tarafindan inhibe
edildigi belirlenmistir. izoenzimlerin alt birimlerinin molekiil kiitleleri SDS-PAGE ile 27
kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile 49 kDa olarak saptanmistir. Bu sonuglar, her iki
formun da birbirine yapisik olmayan iki alt birimden olustugunu gostermektedir. Bu
calismada izoenzim1'in GSH substrati i¢in spesifik aktivite ve Km, Vmax degerleri sirasiyla
320 EU/mg, 0.55 mM, 0.10 mM ve izoenzim 2'nin spesifik aktiviteleri spesifik aktivite ve
Kwm, Vmax degerleri sirasiyla 380 EU/mg, 0.83 mM 0.165 mM olarak bulumustur.

Catherine ve arkadaslari1 (1984) insan akcigerinden iki farkli GST formunu incelediler ve
bu izoformlarin izoelektrik pH'larin1 sirasiyla 4.9 ve 9.2 oldugunu buldular. Elde etiikleri
anyonik ve katyonik izoformlar saflastirilan GST aktivitesinin %98'ini ve %2'sini
olugsmaktaydi. Elde edilen katyonik form, toplam GST aktivitesinin sadece %2'sini
olusturmasina karsin akcigerdeki proteinlerin %28'ini igerir. Bu iki formun alt birimlerinin
molekiiler kiitleleri sirasiyla 22 kDa ve 24 kDa idi ve her ikisinin de homodimerler oldugu

bulundu.

Jagt ve dig. (1985), calismasinda glutatyon-afinite kromatografisi ve kromatofokuslama
yontemini kullanarak insan karacigerinden 13 farklit GST formunu yiiksek verimlilikle
izole etmistir. Saflastirilmis enzimin izoelektrik Ph'sinin 4.9 ile 8.9 arasinda degistigi
bulundu. Bu 13 farkli form, substrat olarak CDNB'YE benzer aktivite gosterdi ve spesifik
aktiviteleri 33 ila 94 AB / mg arasinda degisiyordu. Benzer sekilde, bu formlar 1.5-8.3 EU
/ mg spesifik aktiviteye sahip kiimen hidroperoksit ile peroksidaz aktivitesi gdstermistir.

Boyer ve Morgenstern (1985-1988) yaptiklari arastirmalarda, enzim siniflandirmalarini
proteinin fiziksel ve yapisal 6zelliklerine dayandigini. Glutatyon S-transferaz enziminin
cogunlukla hiicrelerin sitozoliinde bulundugunu, bununla birlikte, karaciger mikrozomal
hiicrelerinde glutatyon S-transferaz aktivitesinin bulundugunu, bu kisimda bulunan
enzimin mikrozomal membrana sikica baglh oldugunu ve mikrozomal formun sitozolik

formdan farkli 6zellikleri oldugunu bildirmislerdir.

Loscalzo ve Freedman (1986) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada GST enzimi insan
trombositlerinden saflastirildi. Bu ¢aligmada GST enzimini saflastirmak amaciyla CM-
seliiloz iyon degisim, Sephadex G-75 jel filtrasyon, afinite kromatografisi, amonyum siilfat

coktiirmesi gibi yontemlerden yararlanilmistir. 7.5 EU/mg spesifik aktivite ile 1071.4 kez
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saflagtirilan enzime ait izoelektrik pH degeri 4.6 ve molekiil agirlig1 ise 48 kDa olarak
bulundu. Ayrica SDS-PAGE ydntemi ile alt birimlerin molekiil agirliginin 25 kDa oldugu
tespit edilmistir.

Bagka bir calismada Singh et al. (1987), 3 6nemli GST enzim sinifi (o, p, ) insan
bobreklerinden saflastirildi ve incelendi. Bu ¢alismada, 3 smifa ait izoenzim yapilarinin,
immiinolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin birbirinden anlamli derecede farkli, ayni sinifa
ait izoenzimlerin ise benzer 6zellikler gdsterdikleri belirlenmistir. Insan bdbreklerine ait
tim katyonik GST izoenzimleri, izoelektrik pH degeri 9,1 olanlar hari¢, digerlerinin
heterodimerler oldugu bulundu. Saflastirilan enzimlerin alt birimlerine ait molekiil agirlig:
26.5 kDa-24.5 kDa araliginda bulundu. GST 9.1'in alt birimi 24.5 kDa'dir ve bir
homodimerdir. Saflagtirma islemilerinde epoksi ile aktive edilmis Sepheroz-6B'ye
baglanmig GSH afinite kromatografisi kolon kromatografisi kullanildi. CDNB substrati
icin afinite sirasiyla GST 6.6> GST 5.45 > GST 4.9 veya GST 4.7 > katyonik izoenzimler

icin bulundu.

Yoshino ve arkadaslar1 (1989) ¢alismalarinda dort farkli tip GST enzimini saflastirdilar.
Saflagtirma ¢alismalarinda art arda DEAE seliiloz iyon degisimi, Sephadeks G-75 jel
filtrasyonu, CM-seliiloz katyon degisimi ve afinite kromatografisi olmak tizere 4 tip
kromatografi teknigi kullanilmistir. Bu dort farkli tip GST enzimi homodimerler olarak
tanimlandi ve sirayla a, b, c, d olarak adlandirildi. Bu ¢alismada, b, ¢, d izoenzimlerinin
benzer molekiil agirligr 50 kDa, a izomerinin (alt birim 23.5 kDa) agirlig1 45 kDa ve a
enziminin peroksidaz aktivitesinin digerlerinden 100 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
Ayrica GSTa ve Gstb'nin amino asit kombinasyonu arastirilmig ve Gitanin 408 amino
asitten, gstb'nin ise 424 amino asitten olustugu gézlenmistir. Calismada GSTA ve gstb'nin
substratlarina afinitesi incelenmistir. Gst'lerin CDNB ve GSH substratlarina ait K sabitleri
sirastyla 0.35 mM ve 0.10 mM, GSTb i¢in 0.35 mM ve 0.14 mM idi.

Young ve Briedis (1989), GST enzimini sigir beyin dokusundan kalsiyum fosfat jeli,
amonyum siilfat ¢okeltisi, DEAE seliiloz iyon degisim kromatografisi ve GSH-sefaroz
afinite yontemleri kullanilarak 500 kat saflastirildi. Enzimin izoelektrik pH degeri 7.39 +
0.02, alt birimlerinin molekiil agirliklar1 22 kDa ve 24 kDa olarak bulundu. Inhibisyon
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caligmalarinda, uzun zincirli yag asitlerinin enzimin iyi inhibitorleri oldugu bulunmustur”.

Ek olarak, inhibitorlerin inhibisyon tipleri CDNB ve gsh'ye gore belirlendi.

lizuka ve dig. (1989) GST enzimini E.coli ekstraktindan %7.5 verimde yaklasik 2300 kez
saflastirmistir. Molekiil agirligi 45 kDa olan enzimin iki 6zdes alt birimden olustugunu
gosterdiler. Yapilan ¢aligmada kapsaminda enzime ait substratlar CDNB ve GSH igin K
sabiti degerleri sirasiyla 1.43 mM ve 0.33 mM olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesini
optimum oldugu pH degeri 7.0, optimum sicakligi 50°C ve stabil pH degerini 5 ile 11

arasinda genis bir pH aralig1 olarak tespit etmislerdir.

Arca ve arkadaslar1 (1990), E.coli lizerinde yiirittiikleri bir ¢alismada GST enzimini, %11
verim ile 800 kat DEAE-sefadeks iyon degisim ve glutatyon agaroz afinite kolununu
kullanarak saflastirdilar. Enzime ait molekiil agirligin1 24 kDa olan bir alt birime sahip bir
homodimer olarak belirlediler. GSH ve CDNB substratlari i¢in Km degerlerini ayri ayri
0.25 ve 1.5 mM olarak hesapladilar. Optimum pH degerini 7.5, optimum sicaklik degerini
35°C olarak belirlediler. N-terminal bolge amino asit dizisini, Met-Leu-Leu-Phe-lle-Leu-
Pro-Gly-Ala olarak aydinlattilar. Ayrica EDTA kimyasalinin enzim aktivitesini %30
artirdigini bildirdiler.

Kashiwada ve dig. (1991), insan fetal karaciger dokusundan yapilan bir ¢aligmada, asidik
bir GST formu, afinite kromatografisi ve kromatofoklama ile saflagtirma yaptilar. Asidik
bir GST homodimeridir ve alt birimi 23 kDa molekiiler agirliga sahiptir. mRNA ve protein
diizeyinde incelendiginde erigskin insan ve fetal karacigerde asidik GST formunun

ekspresyon diizeyinin farkli oldugu gozlenmistir.

Cetinkaya ve arkadaslari(1993) tarafindan baz1 elektrofilik bilesikler metabolitlerin GST
aktivitesini artirabilir veya azaltabilir oldugu bulunmustur. Bu calismada, siganlara
bromobenzen ve karbon tetrakloriir uygulamasi yapilarak GST enziminin aktivitesinde
gerceklesen degisiklikler arastirtlmistir. Uygulamadan sonra karaciger dokusu GST
enziminin aktivite degerinin azaldig1 ve serum GST enzimine ait aktivitenin ise arttigi

gbzlendi.
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Orhan ve dig. (1994) yaptiklar1 ¢alismada, anti-enflamatuar ilag grubunun bir {iyesi olan
indometasinin si¢an karacigeri GST ve insan eritrosit dokusu GST izozimleri lizerindeki in
vitro etkilerini incelediler. Calisma sonucu bu ilacin sigan karacigeri GST tizerinde inhibe
edici bir etkiye sahip oldugu, ancak insan eritrosit izoenziminin aktivitede bir artisa neden

oldugunu gostermistir.

Luty ve arkadaslar1 (1998) tarafindan vyiriitiilen baska bir calismada, siganlara
intraperitoneal olarak 0-72 saatlik periyotlar i¢in 4 mg / kg dilarvos dozunda DDVP
uygulanmistir. Karacigerde GST enzimine ait aktivite degerinin diger dokulardan daha
fazla arttig1 gozlenmistir. GST aktivitesindeki degisimin nedeninin hiicre zarinin

gecirgenligindeki degisiklik veya hiicre bozulmasi olabilecegi diisiintilm{istiir.

Ote yandan Eaton and Bammler (1999), sitozolik, mitokondriyal ve MAPEG GST
izoenzimlerinin siniflandirilmasinda protein sekansiin ve yapisinin 6nemli Kriterler
oldugunu bildirmislerdir. Sitozolik GST ailesinin sekansinin %40'tan fazla homolojik
modelleme gosterdigini, digerlerinin ise %20 homolojik modelleme gosterdiklerini
bildirmisglerdir. Buna ek olarak, sitozolik GSTs ve omega, mitokondriyal GSTs kappa
siniftayiz, karaciger MHV Insan sitozolik GSTs insan sitozolik GSTs siiper alpha, zeta,
theta, mu, pi olusan MAPEG 6 izoenzim iken MAPEG siiper den daha az %20 amino asit
dizisi benzerligi ile 1-1V, alt gruplar olusur, 13 siniflara alfa, beta, delta, epsilon, zeta, theta,
mu, nu, pi, sigma, tau, phi gibi yapilara gore ayrilir sigma ve omega smiflarin Il ve V.

siiflarina ait olduklarini bildirmislerdir.

Cnubben ve dig. (2001), yaptiklar1 ¢alismada glutatyon S-transferaz izoenzimlerinin,
yapilar1 birbirinden farkli olan ¢ok sayida elektrofilik bilesigin GSH substrati ile
konjugasyon reaksiyonunu katalizledigini bildirmistir. Bunun, GST yapisindaki hidrofobik
substrat baglanma bolgesinin spesifik olmamasindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu
nedenle, GST izoenzimlerinin substrat olarak ¢evresel kirleticileri, kanserojen bilesikleri,
ilag kalintilarim1 ve diger bircok bilesigi kullandigini bildirmislerdir. Ayrica, GST
izoenzimlerinin yapisinin iki protein alt biriminden metdana geldigini ve bu proteinlerin
bir baglanma bolgesine, GSH baglanma bélgesi olan G bdlgesine ve elektrofilik

substratlarin baglandigi H bolgesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Novoa ve Valinas (2001), HPLC ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
Atlantik fistig1 ve kahverengi alabaligin karaciger ve bobreklerinden sitozolik gst'yi
saflastirdi. Enzimi Atlantik cevizi karacigerinden 57.2 kez 0.26 + 0.081 EU / mg spesifik
aktivite ve %70,58 verim ile, 187 kez bobrekten 37.50 + 5.39 EU / mg spesifik aktivite ile
%86,9 verim ile saflastirdilar. Kahverengi alabalik karacigerinden %74,54 verimle 27.69
+ 3.34 EU / mg spesifik aktivite ile 42.66 kez ve%67,48 spesifik aktivite ile 21.96 £ 4.531
EU / mL spesifik aktivite ile 56.30 kez bobrekten saflastirildilar.

Celik ve arkadaslar1 (2003) tarafindan, normal dogum yapan bir hastanin plasentasindan
glutatyon S-transferaz (GST-n) enzimi glutatyon-agaroz afinitesi kullanan kullanarak 2,63
EU / mg spesifik aktivite ile %0,5 verim ile 16 kat saflastirildi. Saf enzimin GSH substrat:
i¢in Km degeri 2 mM, Vmax degeri ise 11.1 EU / mg; CDNB substrati Ky degeri 0,55 mM
ve Vmax degeri 35 EU /mg bulunmustur. Ilaglarin saflastirilmis enzimin aktivitesi
tizerindeki etkilerinin incelendigi in vitro caligmalarda, ampisilin antibiyotiginin GST

enzim aktivitesini in vitro olarak %50-55 oraninda inhibe ettigi belirlebmistir.

Gyamfi ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan bagka bir ¢alisma kapsaminda, tibbi
bitkiler smifinda olan Thonningia sanguinea'dan izolasyonu yapilan bir antioksidan
yapisinda olan thonningianin A'nin (ThA), karaciger dokusu sitozolik GSTenzimi ile

etkilesime girdiginde giiclii bir in vitro inhibitor etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.

Casalino ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yiiriitiilen bagka bir ¢alismada, dogada ve canli
yapilarinda biriken ve canlilarda agir metal zehirlenmesine sebep olan Cd*? ve Mn*? agir
metal iyonlarinin sican karacigerinden saflastirilan GST enzim aktivitesi iizerindeki
etkilerini arastirmislardir. Tek doz olarak CdCl. (2.5 mg.kg™?) veya MnCl; (2.0 mg.kg™)
konsantrasyonlarinda verildiginde, GST enzim aktivitesinin bir giin sonra %36 arttig1 tespit
edildi.

Hamed ve arkadaslarinin (2004) yaptigi calismada, sitozolik GST enzimi glutatyon-sefaroz
afinite kolonu ile Tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinin karacigerinden
saflagtirtlmistir. Saflastirilan enzime ait alt birim molekiil agirligit SDS-PAGE yardimiyla
yaklagik olarak 25,46 kDa, optimum pH degeri 8 olarak bulunmustur. Michaelis-Menten
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grafigi kullanilarak, enzimin GSH ve CDNB i¢in substratlar1 olan Km sabitlerinin degeri
sirasiyla 0,35 mM ve 0,42 mM olarak belirlenmistir.

Martinez-Lara et al. (1997) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, kefal balig1 karacigerinden
doku kaynagi olarak kullanildi. Bu ¢alismada anyon degisim kromatografisi yontemiyle 14
farkl1 GST izoformunu saflastirdilar. Saf GST izoformunun dimerik yapida ve her bir alt

biriminin molekiiler kiitlelerinin 23 ila 28 kDa arasinda oldugunu rapor ettiler.

Tiirkanoglu (2007), calismalarinda GST enzimini insan kan serumundan saflastirdi ve
karakterize etti. Saf enzim {izerine yiiriitiilen karakterizasyon ¢aligmalarinda GST enzimi
icin optimum iyonik siddeti 2 mM potasyum fosfat tamponu, optimum pH degerini
potasyum fosfat tamponu pH=5,5, optimum sicaklik degerini 65 °C olarak belirlemislerdir.
Kinetik ¢aligmalarda CDNB substrati i¢in Ky ve Vmax degerlerini sirasiyla 2,8 mM ve
0,43 nmol/dk.mg GSH substrat1 i¢gin Km ve Vmax degerlerini sirasiyla; 4,11 mM ve 0,23

nmol/dk.mg protein olarak belirlemislerdir.

Hee ve Jung (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, GST enzimi maruldan %9.6 verimle
DEAE-sephadex ve glutatyon-sefaroz kolon kromatografisi kullanilarak yaklagik 403 kat
(Lactuca sativa) saflagtirllmistir. Gergeklestirilen bu ¢alismada enzime ait molekiil agirligi
SDS-PAGE metodu ile yaklasik 23 kDa, jel filtrasyon kolon kromatografisi kullanilarak
yaklagik 48 kDa olarak hesaplanmustir.

Al ve Mustafa (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, metal iyonlarinin insan eritrositleri
iizerindeki in vitro etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, Cr*® metal iyonlarinin glutatyon
peroksidaz enziminin aktivitesini arttirirken, glutatyon rediiktaz enzimine ait aktivite
degerini azalttigini, GST ve katalaz enzimlerine ait aktivite degerlerinde fark olmadigi

belirlenmistir.

Huang et al. (2008) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada, Monopterus albus balik tiiriiniin
karacigerinden afinite kromatografisi ile GST enzimi saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Bu ¢alismada GST enzimi 13.07 umol / mg spesifik aktiviteyle, %14 verimle
300 Kkat, bir glutatyon sepharose-6B afinite kolonu ile saflastirilmistir. Saflastirilmis
enzimin, SDS-PAGE ile molekiiler agirligi 26 kDa olan iki alt birimden (homodimer)
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olustugunu belirlediler. Enzimin optimum pH'sinin 7.0-7.5 arasinda ve optimum sicakligin
45°C oldugunu bulmuslardir. Kinetik ¢aligmalarinda enzimin GSH ve CDNB substratlari
icin Km degerlerini sirasiyla 0,20 mM ve 0,28 mm olarak, Vmax degerlerini ise sirasiyla

7,57 umol/mg ve 15,68 pmol/mg olarak belirlediler.

Erat ve Sakiroglu (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, insan kirmizi kan hiicrelerinden
GST enzimini glutatyon agaroz afinite kromatografisi metodunu kullanilarak, 16,00
EU/mg protein spesifik aktivite ile, %80 verim ile 1143 kat saflastirmislardir. Calismanin
ikinci asamasinda bazi kimyasallarin enzim aktivitesi lizerindeki etkileri incelenmistir.
Paklitaksel i¢in ICso degeri 0,23 mM olarak, siklofosfamid i¢in ICso degeri 5,75 mM ve
gemsitabin i¢in ICso degeri 6,35 mM olarak hesaplanmistir. Buna ilaveten GSH substrati
kullanilarak gerceklestirilen inhibisyon ¢alismalarinda Kj sabitleri paklitaksel i¢in 0,182 +
0,028 mM, siklofosfamid i¢in 6,97 + 0,49 mM ve gemsiyabin i¢in 6,71 mM olarak

hesaplanmastir.

Agir metal Cd+2'nin piringten elde edilen GST enzimi {lizerindeki etkileri incelenmis ve
inhibisyon belirlenmistir. Kadmiyumlu ve kadmiyumsuz jel filtrasyon ve afinite
kromatografi teknikleri kullanilarak GST enziminin piring kokiinden saflagtirilmasi igin

caligmalar yapilmistir (Chun-hua Zhang ve ark. 2013)

2.1. Calismanin Amaci

Yapilan litaratiir taramalarinda GST enziminin bircok dokudan saflastirilarak
karakterizasyonunun yapildigi ve bazi ilag ve kimyasallarin GST enzim aktivitesi iizerinde
inhibisyon calismalarmin gergeklestirildigi(Akkemik et al., 2012; Aksoy et al., 2016;
Ozaslan et al., 2018a, 2018b; Taysi and Temel, 2021; Temel et al., 2018; Tiirkan et al.,
2020, 2019) , fakat bu enzimin koyun dalak dokusundan saflastiriimadigi tespit edildi. Bu
caligmada metabolizmadaki dnemi vurgulanan GST enziminin koyun dalak dokusundan

saflastirilmasi ve karakterizasyon 6zelliklerinin arastirilmast amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan SDS-PAGE protein standartlari, Applied Biological Materials Inc
(Ricmond, BC. Canada) glutatyon-agaroz afinite jeli, CDNB, GSSG, GSH, TEMED,
EDTA, elektroforez kimyasallari, ve diger kimyasal ve numuneler Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO) veya Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

3.2. GST Enziminin Aktivite Ol¢iimii

Glutatyon S-transferaz enzimi, bir glutatyon molekiiliiniin genellikle aromatik bir elektrofil
ile konjugasyon reaksiyonunu katalize eder. En sik kullanilan aromatik bilesik 1-kloro-2,4
dinitrobenzendir (CDNB). CDNB substratin kullanimi1 nedeniyle olusan dinitrobenzen-
glutatyon (DNP-SG) iiriinii 340 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Bu
calismada CDNB substrati kullanilarak maksimum dalga boyundaki absorbans 6l¢iimii

gergeklestirilerek GST enzim aktivite hesaplamasi yapilmustir.

3.3.Protein Tayini

3.3.1. Kalitatif Protein Tayini

Bu calismada saflastirmanin her asamasinda enzimlere ait kalitatif protein tayini,
ultraviyole 15181n 280 nm'de triptofan ve tirozin tarafindan absorbe edilmesi esasina
dayanilarak gergeklestirildi. Saflastirma asamalarinda elde edilen fraksiyonlar kuvars
kiivetlere alind1 ve absorbanslar1 spektrofotometrik olarak 6lgtildii.

3.3.2. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bu calismada hazirlanan homojenatta ve saflagtirmanin her asamasinda elde edilen GST

enzimleri icin kantitatif protein miktarlari, Bradford (1976) yontemi kullanilarak
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belirlenmistir [17]. Bu yontemde boya olarak Coomassie Brilliant Blue G-250
kullanilmaktadir. Bu boya negatif bir yiik ile yiikliidiir ve protein lizerindeki pozitif yiik ile
etkilesmektedir. Boyaya ait kirmizi (Amax = 465 nm) ve mavi (Amax = 595 nm) formlar
mevcuttur. Proteinin boya ile baglanmasi boyanin kirmizi formunun mavi forma
doniismesine neden olur. Bu yontem ile oldukca diisitk miktarda (1-100 pg arasinda)
proteinin kantitatif tayini gerceklestirilebilir. Reaksiyon oldukea tekrarlanabilir ve hizli bir
sekilde gergeklesir ve iki dakika gibi kisa bir zaman i¢inde tamamlanir. Bu ¢alismada 1
ml'de 1 mg protein i¢eren sigir serum albiimin stok ¢ozeltisi hazirlanarak bu ¢ozeltiden 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul hacimleri tiiplere yerlestirildi. Tim tiiplerin hacmi,
damitilmis su ile 0,1 mL'ye tamamland: ve iizerine 4900 mL Coomessie brilliant blue G-
250 ¢ozeltisi ilave edildi. Vorteks ile karistirilarak 10 dakika inkiibasyon gerceklestirildi.
Inkiibasyon sonras1 3 mL'lik kiivetler kullanilarak kére karsi (Coomessie brilliant blue G-
250 ¢dzeltisi) albiimin ¢ozeltilerine ait absorbans degerleri 595 nm'de 6lgiildii. Olgiim
sonuclardan elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile
standart grafik olusturuldu. Saflagtirmanin her asamasinda elde edilen numunelerdeki
protein miktarini1 bulmak i¢in, seyreltilmis homojenat yada afinite islemleri sonucu elde
edilen enzim numunelerinin 100 pL'si sirastyla 3 ayri tiipe alinmis ve tizerine 4900 mL
renklendirici reaktif eklenmistir. Elde edilen karisim vortex ile karistirildiktan sonra, 10
dakika inkiibe edilmeye birakilmistir. Daha sonra numunelere ait absorbans degerleri 595
nm'de okunmustur. Bu islem 3 kez tekrarlanmig ve 3 ayri 6l¢limiin aritmetik ortalamasi

alinmis ve protein miktarlar: standart grafikten belirlenmistir.

3.3. Koyun Dalak Dokusunun Temini ve Homojenat hazirlanmasa.

Deneyde kullanilan koyun derisi dokusu Bingol Et Balik Kurumundan taze olarak elde
edilmistir. Alinan koyun dalak dokular1 soguk zincir kuralina gore laboratuvara getirildi, -
20°C'de derin dondurucuda hizli bir sekilde ¢ikarilip donduruldu Deneylerde donmus dalak
dokulart kiiclik pargalar halinde kesilerek ultraturraks ile 50mm KH2PO4 (pH=7.5)
tamponda askiya alindi. Siispansiyon 30 dakika boyunca 13.000xg'de santrifiijlendi ve
cokelti atildi. Boylece homojenat elde edildi.
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3.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Koyun dalak dokusu kullanilarak elde edilen homojenat i¢in %10, %20, doygunlukta kati
amonyum silfat ¢Oktiirmesi gergeklestirilmis ve GST enzimine ait ¢okelme araligi
belirlenmistir. Coktiirme islemlerinde kullanilan kati (NH4)2SO4 tuzu homojenata yavasca
ilave edilerek manyetik karistirici ile iyice ¢oziinmesi saglanmistir. Enzime ait amonyum
stilfat ¢oktiirme araligi belirlenirken ilk olarak,%0-20 doygunlukta amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapildi. Islem sonrasi hemolizat santrifiij tiiplerine yerlestirildi ve 5000 xg'de
15 dakika santrifiijlendi (boylece yabanci proteinler ¢oktiiriildii). Daha sonra %30, %40,
%50, %60, %70, %80, %90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Her
defasinda ¢oziinmiis tuzlu hemolizat Eppendorf tiiplerine yerlestirildi ve 15 dakika
boyunca 5000xg'de santrifiijlendi. Santrifiij islemi sonrasi hem c¢dkeltide hemde
slipernatantta aktivite olgiimleri gerceklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemleri buz
dolu bir kapta gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim
diyaliz torbasina yerlestirildi ve 10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA pH=7,5 olan diyaliz

tamponuna karst iki saat siire ile diyaliz edildi.

3.5. GST Enziminin Afinite Kromotografisi Kullanilarak Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen ve hacmi belirlenen GST enzim numunesi
glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kolonuna tatbik edildi. Numune tatbiki sonrasi
kolon, 10 mM KH2PO4 ve 0.1M KCI ig¢eren tampon ¢ozeltisi pH=8 ile yikandi. Yikama
islemi spektrofotometrik yontemle takip edildi ve absorbans degerlerinin 280 nm’de kore
karst 0,05 olmasiyla yikama islemi sonlandirildi. Yikama islemi sonrasi GST enzimi
gradientli eliisyon yapilarak saflagtirildi. Eliisyon i¢in kullanilan ¢6zelti, 50 mm Tris-HCI
ve (1,25-10 mM GSH, pH: 9.,5) igeren ¢ozeltilerden olusturuldu. Fraksiyon toplayici
kullanilarak eliiatlar toplandi ve 1,5 ml'lik tiiplere alind1 ve 340 nm'de spektrofotometrik
yontemle absorbanslart 6lgiildii. Bu islemler sirasinda afinite kolonun akis hizi bir

peristaltik pompa ile 20 mL/ saate ayarlandi [18].
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3.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim Safligimin Kontrolii

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin safligini kontrol etmek igin Laemmli
yonteminden yararlanildi. Bu yonteme gore %3-8 kesikli sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanildi. Jel ¢6zeltisi hazirlanirken %10
SDS ilave edildi. Elde edilen jeldeki protein miktar1 g6z oniinde bulundurularak jel i¢in
Coomassie Brillant Blue R-250 boyamasi gergeklestirildi [19]. Ayrica, koyun dalak
dokusundan saflastirilan enzimin molekiiler kiitlesi sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yotemi kullanilark asagidaki sekilde belirlendi. Elektroforezde
molekiiler agirligi bilinen (14-130 kDa aralifinda) standart proteinleri kullanild.
Elektroforez islemi sonucu elde edilen PAGE jeli goriintiileme cihazi yardimiyla
fotograflandi. Elde edilen PAGE fotografi kullanilarak standart proteinlerin jelde yiiriime
mesafelerinden Rf degerleri hesaplandi ve log MK-Rf standart grafigi hazirlandi. Daha
koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimi igin R degeri hesaplandi ve GST
enziminin log MK degeri standart grafigin egimi kullanilarak belirlendi. Numunenin

molekiiler kiitlesi, bu degerin antilogaritmasi alinarak belirlendi. Proteinlerin Rf degerleri;

Xe (3.1)

Rf =
Xboya

formiuili kullanilarak belirlendi. Bu formiilde

Xe= Proteinin jel iizerinde yiiriime mesafesini,

Xboya= Jel lizerindeki toplam yiirime mesafesini gostermektedir.

3.7. GST Enzimi i¢in Yiiriitiilen Karakterizasyon Calismalari

3.7.1. GST Enzimi i¢cin Optimum pH Belirlenmesi

Koyun dalak dokusundan saflastiritlan GST enzimine ait optimum pH'y1 belirlemek i¢in,
pH degerleri 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 olan potasyum fosfat ve pH degerleri 7.5, 8.0, 8.5,

9.0 arasinda olan 1 M Tris/HCI tamponlar1 hazirlandi. GST enzim enzim aktivitesi, uygun

substrat ¢ozeltileri kullanilarak ile her tamponda ayr1 ayr1 belirlendi.
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3.7.2. GST Enzimi i¢in Optimum Iyonik Siddetin Tespit Edilmesi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimine ait iyonik siddeti belirlemek i¢in
optimum pH’da, uygun substrat ¢6zeltileri kullanilarak konsantrasyonlar1 500, 600, 700,
800, 900, 1000,1200,1400,1600 mM olan K-fosfat tamponlar1 ve konsantrasyonlari 500,
600, 700, 800, 900, 1000 mM olan Tris/HCI tampon ¢ozeltileri kullanilarak 340 nM de
GST enzimine ait aktivite dSlgiimleri gergeklestirildi. Bu islem sonucu GST enziminin

optimum aktivite gosterdigi iyonik siddet degeri tespit edildi

3.7.3. GST Enzimi icin Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimine ait optimum sicakligini belirleme
maksadiyla 1sitmali sogutmali su banyosundan yararlanildi. Aktivite oOlgiimleri
gerceklestirilirken uygun tampon ve substratlar1 igeren karisim, kuvartz kiivet ile ilgili
sicaklik ayar1 yapilan 1sitmali su banyosunda tutuldu. GST enzim aktivitesi hazirlanan
karigimlar kullanilarak 0°C ile 80°C sicaklik degerleri arasinda her 10°C aralikta bir
gerceklestirildi.

3.7.4. GST Enzimi i¢in Stabil pH Belirlenmesi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimine ait stabil pH'y1 belirlemek i¢in pH
degerleri 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 araliginda degisen potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri
ve pH degerleri 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris/HCI tampon ¢6zeltileri kullanildi. Belirtilen
pH'larda 2 mL tampon soliisyonu 1 mL enzim soliisyonu karistirilarak +4°C'de bekletildi.
Bu ¢ozeltiler bir enzim kaynagi olarak kullanildi. Optimum kosullar altinda 3 giin boyunca
12 saatlik araliklarla numunelerdeki GST enzim aktivite 6l¢timleri yapildi ve sonuglar

zamana kars1 aktivite yiizdesi (Aralik) olarak grafige islendi.
3.7.5. Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yoénelik Calismalar
Koyun dalak dokusundan saf olarak elde edilen GST enzimine ait kinetik galismalarda

GSH ve CDNB substratlarina ait Ky ve Vmax kinetik degerlerini belirlemek igin, sabit

GSH konsantrasyonu kullanilarak 5 farkli CDNB konsantrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri
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gerceklestirildi. Elde edilen 6lgim sonuglar ile Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu.
CDNB i¢in Km ve Vmax degerleri bu grafigin e§iminden yararlanarak belirlendi. Benzer
sekilde, sabit CDNB konsantrasyonu kullanarak 5 farklit GSH konsantrasyonu ile aktivite
Olgtimleri gerceklestirildi. Elde edilen olgiim sonuglartyla Lineweaver-Burk grafigi
olusturuldu. Bu grafigin egimi kullanilarak GSH i¢in Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

Bu calisma sirasinda tiim aktivite dlglimleri optimum kosullar altinda gerceklestirildi [20].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesine Ait Sonuclar

Koyun dalak dokusundan saflagtirllan GST enzimine ait amonyum siilfat ¢oktiirmesi
islemi, bolim 3.4'de tarif edildigi sekliyle gerceklestirildi. Koyun dalak dokusundan
saflagtirllan GST enzime ait amonyum siilfat ¢oktiirme araligi Tablo 4.1 ve Sekil 4.1'de
verildigi gibi %20-80 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1. Koyun dalak GST enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme sonuglari

Amonyum Siilfat (%) Siipernatant (EU/mL) Cokelek (EU/mL)
0-20 0,360 0,160
20-30 0,333 0,255
30-40 0,317 0,243
40-50 0,272 0,252
50-60 0,202 0,384
60-70 0,166 0,402
70-80 0,078 0,240

B Siipernatant B Cokelek
0,45

0,35
0,25
0,15
0,05

20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80
Amonyum siilfat doygunlugu

Aktivite(EU/mL)
OLOoONVNORwo
= N w ESN

o

Sekil 4.1. Koyun dalak GST enziminin amonyum siilfat ¢ktiirmesi sonuglari
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4.2. Kantitatif Protein Tayini Sonuglari

Saflastirmani her asamasindaki numunelerin igerdigi kantitatif protein miktar1 Bradford
yontemi ile belirlenmistir. Standart grafik bolim 3.2.b'de agiklandigr sekilde
hazirlanmistir. Homojenat, amonyum siilfat ¢otiirmesi ve glutatyon agaroz afinite
kromatografisi sonucu elde edilen enzim numunelerindeki kantitatif protein tayini bu
standart ¢izelge yardimiyla hesaplanmistir. Standart grafik i¢in hazirlanan sigir serum
alblimin soliisyonlarinda pg proteinine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.2'de

gosterilmigtir.

y =0,0064x + 1,0463
R?=0,9982

= s F
A N

=
€]

Absorbans (595nm)
I S NN

[EnN

0 20 40 60 80 100 120
ng protein

Sekil 4.2. GST enziminin saflastirma asamalarinda kantitatif protein tayini i¢in hazirlanan Standart grafik

4.3. Glutatyon-Agaroz Afinite Kromatografisi Sonuglari

Homojenat hazirlanmasi ve amonyum siilfat ¢oktlirmesi prosesleri sonrasi elde edilen
numuneden GST enziminin tam olarak saflastirilmast amaciyla numune glutatyon-agaroz
afinite kolonuna tatbik edildi. Afinite kolonuna tatbik edilen karisimdan GST enziminin
gradientli eliisyonu Boliim 3.5’te agiklandigi sekliyle yapildi. Eltiatlarda bulunan GST

enzimlerinin aktivite 6l¢iim sonuglart Sekil 4.3'te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Koyun dalak dokusu GST enziminin afinite kolonundan eliisyonu

4.4. Koyun Dalak Dokusu GST Enzimine Ait Saflastirma Sonuclari

Bu ¢alismada koyun dalak dokusundan glutatyon S-transferaz enzimi, hemogenat
hazirlanmas1 amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi
sonrasi 3,67 EU/mg spesifik aktivite, %3,73 verimle 122,3 kat saflastirilmistir. Saflastirma

kademelerine ait elde edilen sonuglar Tablo 4.2'de gosterildi.

Tablo 4.2. Koyun dalak dokusu GST enzimine ait saflastirma sonuglar1

Numune Toplam | Aktivite | Protein | Toplam | Toplam | Spesifik % Saflastirma

Tiirii Hacim | (EU/mL) | (mg/mL) | Protein Aktivite | Aktivite | Verim | Katsayisi
(mL) (mg) (EU) | (EU/mg)

Homojenat | 17,50 1,27 39.64 693,70 22,23 0,03 100,00 1,00

Aimonyum 2.00 0,62 0,54 1,08 1,24 1,15 5,58 35,83

siilfat

Afinite 1,50 0,55 0,15 0,23 0,83 3,67 3,73 122,30

4.5. SDS-PAGE Yontemi ile GST Enziminin Saflik Kontrolii

Homojenat hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ve afinite kromatografisi
gibi {i¢ farkli saflagtirma prosesi sonrast koyun dalak dokusundan elde edilen eliiatlardaki

GST enziminin safligin1 kontrol etmek i¢in boliim 3.6'da anlatildigr sekilde SDS-PAGE
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yontemi kullanilmistir. Elektroforez sisteminde enzim Ornekleri ve standart proteinler
kuyulara sirayla uygulanarak c¢alistirildi. Saf enzim ve standart proteinlerin bantlarini

gosteren fotograf Sekil 4.4'te verilmistir.

Sekil 4.4. 1. kuyu: standart proteinler (14kDa - 130 kDa), 2. ve 3. kuyu: afinite kolonu kullanilarak elde
edilen koyun dalak dokusu GST enzimi.

4.6. Koyun Dalak Dokusundan Saf Olarak Elde Edilen GST Enzimine Ait Alt
Birimlerinin Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi Sonuglarn

Koyun dalak dokusunda saflastiriimis GST enziminin dogal halinin alt birimlerine ait
molekidil kiitlesini belirlemek i¢in, Boliim 3.6'da agiklandig1 gibi kesikli SDS-PAGE jeli
hazirlandi. SDS-PAGE sonucu elde edilen bantlarin fotografi Sekil 4.4'te verildi. Jel
boyunca yiiriitiilen standart proteinlerin ve GST enziminin ayri ayr1 Rf degerleri 6l¢iildii
ve log MK-Rf degerleri hesaplanarak standart grafik olusturuldu (Sekil 4.5). Bu grafigin
egiminden koyun dalak dokusu glutatyon S-transferaz enzimine ait alt birimlerin molar
kiitlesi yaklasik olarak 26.36 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 4.5.Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in olusturulan Log MK - Rf grafigi

4.7. GST Enzimiyle Ilgili Yapilan Karakterizasyon Calismalarina Ait Sonuclar
4.7.1. Koyun Dalak GST Enzimi icin Yapilan Optimum pH Calismasi Sonug¢lari

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin aktivitesinin optimum oldugu pH
degeri Boliim 3.7.1'de agiklandigi sekilde belirlendi. Optimum pH degerini belirlemek i¢in
pH degerleri 5,5 ile 8,0 arasinda degisen K- fosfat ve pH degerleri 7,5 ile 9,0 arasinda
degisen Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanildi. Enzim aktiviteleri, her tampondaki enzimin
absorbans degerleri spektrofotometrik yontemle dlgiilerek hesaplandi. Koyun dalak dokusu
GST enzimine ait optimum pH degeri Tablo 4.3 ve Sekil 4.6'da gosterildigi gibi K-fosfat

tamponu pH = 8,0 olarak belirlendi.
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Tablo 4.3. Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in 1 M K-fosfat ve Tris/HCI tampon ¢6zeltileri i¢in elde edilen
aktivite 6l¢limii sonuglari

K-fosfat Tris- HCI
pH Aktivite (EU/mL) pH Aktivite (EU/mL)
55 0,0222 7,5 0,1139
6 0,0292 8 0,1514
6,5 0,0486 8,5 0,1458
7 0,0972 9 0,1278
7,5 0,1653
8 0,2556
0,3
3 0,25 —o—Tris/HCI
§ 0,2
= 0,15
2 f’\
< 01
=
ft‘ 0,05
0
4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.6.Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in K-fosfat ve Tris-HCI tampon ¢6zeltileri kullanilarak ile elde
edilen optimum pH grafigi

4.7.2. Koyun Dalak Dokusu GST Enziminin Optimum fyonik Siddet Cahsmasi
Sonuclari

Koyun dalak dokusu GST enziminin aktivitesinin maksimum oldugu iyonik siddet degeri
Bolim 3.7.2'de agiklandigi sekilde belirlendi. Bu amagla 6nceki ¢aligsmalar sonucunda
belirlenen optimum pH degerine sahip K-fosfat ve Tris-HCl tamponlar ile farkli
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi. Enzim aktiviteleri, hazirlanan farkl
konsantrasyonlarda KH2POj4 ve Tris/HCI tampon ¢6zeltileri kullanilarak spektrofotometrik
olarak ol¢iildii. Bu 6lgtimler sonucu koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimine
ait iyonik siddet degeri Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Sekil 4.7'de gosterildigi sekilde K-fosfat

tamponunda 1,0 M olarak belirlendi.
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Tablo 4.4. Koyun dalak dokusundan saflagtirilan GST enzimine ait optimum iyonik siddetinin
belirlenmesinde kullanilan KH2PO4 tampon ¢6zeltisi aktivite 6lglim sonuglar

K-Fosfat
Iyonik siddet (M) Aktivite (EU/mL)

0,5 0,1972
0,6 0,2111
0,7 0,2139
0,8 0,2181
0,9 0,2431

1 0,2472
1,2 0,1056
1,4 0,1111
1,6 0,1042

Tablo 4.5. Koyun dalak dokusundan saflagtirilan GST enzimi igin Tris/HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak
yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

Tris-HCI

Iyonik siddet Aktivite
(M) (EU/mL)
0,5 0,2014
0,6 0,2361
0,7 0,1972
0,8 0,2431
0,9 0,2431
1,0 0,2403
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Sekil 4.7. Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in hazirlanan optimum iyonik siddet grafigi

4.7.3. Koyun Dalak Dokusu GST Enzimi I¢in Optimum Sicak Calismas1 Sonuclar1

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimi aktivitesinin optimum oldugu sicaklig
belirlemek i¢in Bolim 3.7.3'te agiklanan sekilde GST enziminin aktivite degerleri 0 °C ile
90 °C arasinda her 10 °C'de bir spektrofotometre ile dlciildii. Koyun dalak dokusu GST
enzimi i¢in optimum sicaklik degeri Tablo 4.6 ve Sekil 4.8'de gosterildigi gibi 60 °C olarak
tespit edildi.
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Tablo 4.6. Koyun dalak dokusu GST enziminin optimum sicakligin belirlenmesi amaciyla yapilan aktivite

Ol¢iim sonuglart

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,012
10 0,023
20 0,026
30 0,108
40 0,151
50 0,183
60 0,227
70 0,143
80 0,066
90 0,025
0,25 Optimum sicaklik
0,2
=)
g
:5 0,15
=
e
z o
=
<
0,05
0
0 80

Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in hazirlanan optimum sicaklik grafigi

4.7.4. Koyun Dalak Dokusu GST Enzimi Stabil pH Cahismasi Sonuclar:

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin stabil oldugu pH'1 belirlemek igin,

boliim 3.7.4'te anlatildigr gibi farkli pH degerlerinde uygun iyonik siddete sahip tampon
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cozeltiler hazirlandi. Farkli tampon ¢6zeltilerdeki enzim aktiviteleri 3 giin siiresince her 12

saatte bir 6l¢iildii. Koyun dalak dokusu GST enziminin stabil pH degeri Tablo 4.7, Tablo

4.8 ve Sekil 4.9'da gosterildigi gibi K-fosfat tamponu pH=8 olarak belirlendi.

Tablo 4.7. Koyun dalak dokusu GST enzimi igin K-fosfat tamponu kullanilarak 6lgiilen aktivite sonuglari

K-fosfat
pH 55 6 | 6,5 7 75 8
Zaman )
(Saat) Aktivite (EU/ mL)
12 0,22361 0,25972 0,27778 0,29167 0,2875 0,25833
24 0,07639 0,075 0,075 0,08056 0,07639 0,075
36 0,08194 0,05833 0,04583 0,05694 0,05833 0,07383
48 0,03889 0,04583 0,05278 0,05556 0,06111 0,07083
60 0,05278 0,0625 0,05972 0,05972 0,05556 0,06528
12 0,02083 0,01667 0,02083 0,06111 0,05833 0,05556
Stabil pH —8—pH=55
0,3500 K-fosfat tamponu
—8—pH=6,0
0,3000
—_ —=@=pH=6,5
g 0,2500
= —8—pH=7,0
a 0,2000
E 0,1500 PH=7.3
=
X 0,1000 pH=8,0
<
)
0,0500 M
0,0000
10 20 30 40 50 60 70 80

Zaman (Saat)

Sekil 4.9. Koyun dalak dokusu GST enzimi KH2PO4 tamponu kullanilarak elde edilen stabil pH grafigi
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Tablo 4.8. Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in Tris-HCI tamponu kullanilarak elde edilen aktivite 6l¢iim

sonuglart
Tris-HCI
pH 7,5 8 8,5 | 9
Z(gg’t‘;‘ Aktivite (EU/ mL)
12 0,2764 0,25417 0,29028 0,37083
24 0,09444 0,09306 0,08194 0,08889
36 0,06667 0,06944 0,06944 0,07917
48 0,06389 0,07778 0,07778 0,08056
60 0,13889 0,13542 0,16667 0,15278
72 0,13889 0,15625 0,01736 0,03472

4.7.5. Koyun Dalak Dokusu GST Enziminin GSH ve CDNB Substratlan icin Kv ve
Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclar:

Koyun dalak dokusundan saflagtirilan GST enziminin substratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in
Km ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla, Boliim 3.7.5'te anlatildig: sekilde 25 mM
sabit konsantrasyonda 5 farkli GSH konsantrasyonu ile enzim aktivitesi 6l¢timleri yapildi.
Elde edilen degerlerle 1/[GSH]-1/V grafigi hazirlandi. Bu grafigin egiminden yararlanarak
GSH substrat1 igin Km ve Vmax degerleri hesaplandi. GST enziminin diger substrati olan
CDNB i¢in Km ve Vmax degerlerini hesaplamak amaciyla, Boliim 3.7.5'te agiklanan
sekilde 20 mm GSH sabit konsantrasyonda 5 farkli CDNB konsantrasyonu kullanilarak
aktivite 6lgtimleri yapilmistir. Elde edilen degerlerle 1/[CDNB] -1/V grafigi hazirlanmis
ve bu grafigin egiminden Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Sekil

4.11, Sekil 4.12 ve Tablo 4.9'da gosterilmistir (Lineweaver ve Burk 1934).

120 y =24,112x+7,7315
R*=0,9892
100

1V
8

-1 0 1 2 3 4 5
-20

1/ [CDNB] mM

Sekil 4.10. GST enziminin CDNB substrati i¢in KM ve Vmax degerlerinin belirlenmesi grafigi
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y=11,165x+ 17,737
R?=0,9793

-2 0 2 4 6
1/[GSH] mM
Sekil 4.11. GST enziminin GSH substrati i¢cin KM ve Vmax degerlerinin belirlenmesi grafigi

Tablo 4.9. Koyun dalak dokusu GST enzimine ait GSH ve CDNB substratlar1 kullanilarak hesaplanan KM
ve Vmax degerleri

Substrat Kwm (mM) Vmax (EU/mL)

CDNB 0,321 0,129

GSH 0,629 0,056
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5. SONUC VE ONERILER

Glutatyon (GSH), hiicre farklilagmasi, proliferasyon ve apoptoz gibi ¢ok sayida hiicresel
stiregte Onemli bir roller oynamaktadir. GSH homeostazindaki meydana gelen bozukluklar
bir¢ok hastaliginin etiyolojisinde ya da ilerlemesinde rol oynarmaktadir. Bu hastaliklar
arasinda, kanser, metabolik ve norodejeneratif hastaliklar, yaslanma ile baglantili
hastaliklar, kistik fibrozis, inflamatuar hastaliklar, immiin hastaliklar ve kardiyovaskiiler
sayilabilmektedir. GSH'nin hiicre fonksiyonlar1 {izerindeki etkileri konusunda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, GSH'nin insan hastaliklarinin baglangicinda ya da
gelismesindeki roliinii tanimlamak olduk¢a zordur. Hiicre i¢i GSH seviyeleri, hiicrenin
oksidasyon durumu, metabolik enzimlerdeki, hiicre i¢i tasiyicilardaki, sinyal
molekiillerindeki, hiicre homeostazinda yer alan transkripsiyon faktorlerindeki kalitsal
veya edinilmis kusurlar ya da reaktif kimyasallara veya metabolik etkilesimlere maruz
kalma nedeniyle siirekli degisim gdstermektedir. GSH eksikligi veya GSH/glutatyon
disiilfid oranindaki azalma, hiicreyi biiyiik 6l¢iide oksidatif strese karsi artan duyarliliklara
maruz birakir. Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan hasarin kanser, Parkinson hastalig1 ve
Alzheimer hastaligi gibi hastaliklarla ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica GSH
diizeylerindeki dengesizliklerin bagisiklik sistemi fonksiyonunu etkiledigi ve yaslanma
siirecinde rol oynadigi distliniilmektedir. Diisiik hiicre ici GSH seviyeleri hiicresel
antioksidan kapasiteyi azalttigi gibi, yiiksek GSH seviyeleri de genellikle antioksidan
kapasiteyi ve oksidatif strese kars1 direnci arttirir ve bu bir¢ok kanser hiicresinde gozlenir.
Bazi tiimor hiicrelerindeki daha yiiksek GSH seviyeleri ayrica tipik olarak daha yiiksek
GSH ile ilgili enzimler ve tastyicilarin seviyeleri ile iliskilidir. Bu degisikliklerin ne
mekanizmas1 ne de etkileri iyi tanimlanmamis olsa da, yiiksek GSH igerigi kanser
hiicrelerini kemoterapiye kars1 dayanikli hale getirir ve bu da ila¢ tedavisini sinirlayan
onemli bir faktordiir (Ballatori et al. 2009) . GSSG (GSH'nin oksitlenmis formu), glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan rejenere edilir. GSSG pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH
tarafindan indirgenir (Adem and Ciftci, 2012; Akkemik et al., 2011; Karaman et al., 2020;
Temel et al., 2017a; Temel et al., 2017b; Temel and Kocyigit, 2017; Temel et al., 2020).
GSH ve GSH'ye bagli enzim sistemleri hiicreleri i¢ ve dis toksik maddelere, ilaglara, reaktif

oksijen tiirlerine ve ksenobiyotiklere karsi korur (Akkemik et al., 2012; Aybek et al., 2020;
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Orhan and Sahin, 1995; Liao and Williams-Ashman, 1964; Ozaslan et al., 2018a; Temel
and Taysi, 2019; Tiirkan et al., 2020). Glutatyon transferazlar (glutatyon S-transferazlar
veya GST'ler), geleneksel olarak faz II hiicresel detoksifikasyon sistemi enzimleri olarak
bilinen, bir dizi katalitik ve katalitik olmayan reaksiyonlarda yer alan ¢ok islevli
enzimlerdir. Cok c¢esitli polar olmayan eksojen (kimyasal kanserojenler, c¢evresel
kirleticiler ve hatta antitiimdr ajanlar) ve endojen bilesiklere glutatyonun (GSH) niikleofilik
baglanmasini1 katalize edebilirler, boylece daha fazla suda c¢oziiniir iriinler verirler,
dolayisiyla bunlarin ortadan kaldirilmasini kolaylastirirlar. GST tarafindan katalize edilen
reaksiyonlarda, GSH endojen ve eksojen hidrofobik elektrofilleri baglar. (Balci et al., 2019;
Gulgin et al., 2018).

Metabolizmadaki 6neminden dolayr GST enzimi 1961 yilinda kesfedilmesinden itibaren
cesitli bitkisel, hayvansal ve insan dokularindan saflastirilarak karakterize edilmistir. Ilk
olarak sigan karacigerinden saflastirilan GST enzimi sonraki yillarda insan karacigeri
(Simons and Wander, 1977), insan trombositleri (Loscalzo and Freedman, 1986), sigir
karacigeri (Asaoka, 1984), insan karacigeri (Jagt, 1985), E Coli ekstrakti (Iizuka ve
ark.,1989), kefal balig1 karacigerinden (Martinez-Lara et al., 1997), Atlantik somunu ve
kahverengi alabalik karaciger ve bobrek dokulari (Novoa ve Valinas, 2001), maruldan
(Lactuca sativa’dan) (Hee ve Joong, 2005), insan eritrositlerinden (Erat ve Sakiroglu,
2012), Van golii baligmin karacigerinden (Ozaslan 2014), Koyun dalak dokusu
karacigerinden (Taysi and Temel, 2021) saflastirilmustir.

Bu ¢alismada metabolizma ag¢isindan 6nemi yukarida vurgulanan glutatyon S- transferaz
enzimi koyun dalak dokularinin sitozoliinden afinite kromotografisi teknigi ile
saflastirilmas1 ve karakterizasyonu amaclanmistir. Bu amagcla Bingdl ili Et ve Siit
Kurumundan temin edilen koyun dalak dokusu soguk zincir uygulamasi yapilarak Bing6l
Universitesi Biyokimya Arastirma Laboratuarina getirilmis ve kiiciik pargalara ayrilarak
ultraturraks yontemiyle hiicre zarlarinin parcalanmasi saglanmistir. Hazirlanan homojenat
tampon c¢ozelti icerisine alinarak 13 000 g’de santrifiij edilmistir. Santriifiij yontemiyle
coktiirtilen hiicre zarlar1 ve ¢oziinmeyen hiicresel molekiiller atilarak alinan siirpernatant
i¢in salting out metodu (amonyum siilfat ¢oktiirmesi) uygulanarak en uygun ¢okme araligi

tespit edilmis ve uygun tamponla yikanarak dengeleme islemi yapilan glutatyon agaroz
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afinite  kromatografisi  kolonu  kullanilarak  enzimin  saflastirilmas:  islemi

gerceklestirilmistir.

GST enzimi i¢in daha 6nceki saflastirma islemlerinde, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon
degisim kromatografisi (DEAE-seliiloz), katyon degisim (CM-seliiloz kromatografisi),
hidroksilepatit kolon kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, orange-A agaroz afinite
kromotografisi, epoksi kullanilarak aktive edilen Sepheroz-6B’ye baglanmis GSH afinite
kolon kromatografisi, GSH-sepharose afinite kromatografisi gibi metodlar kullanilmistir
(Lebda et al., 2012; Ozaslan, 2014; Tiirkan, 2015; Ozaslan et al., 2017; Temel et al., 2018;
Balci et al., 2019). Bu ¢alismada kullanilan glutatyon-agaroz afinite kromatografisi dnceki
yontemlere gore hem ekonomik olmasi hem de kisa siirede ve yiiksek saflikta enzim elde

edilmesi dolayisiyla daha etkili ve avantajlidir.

GST enzimi iizerine yiiriitiillen onceki c¢aligmalarda enzimin at birimlerinin molekiil
kiitlesinin, insan kaninda yaklasik 25 (Loscalzo and Freedman, 1986), E.coli’de yaklasik
olarak 22,5 kDa (lizuka et al., 1989), rat karacigerinde yaklasik 26 kDa (Hiratsuka et al.
1990), Kefal balig1 karacigerinde yaklasik 23 kDa (homodimer) (Martinez-Lara et al.,
1997), gokkusagi alabaligi karacigerinde yaklasik 23 kDa (homodimer) (Riol et al., 2001),
yilan balig1 karacigerinden saflastirilan GST enzimi i¢in yaklasik 22,3 kDa (homodimer)
(Novoa et al. 2004), sigir eritrositleri ve sigir beyninden elde edilen GST lerin molekiil
kiitleleri sirasiyla 27 kDa (homodimer alt birimler) ve 24 kDa (homodimer alt birimler)
(Young et al., 1989; Erat et al., 2008), insan bobreginden saflastiritlan GST enziminin
molekiil kiitlesi yaklagik olarak 26,5 ile 24,5 kDa civarinda (farkli iki alt birim) (Singh et
al., 1987), bildircin karaciger dokusundan saf olarak elde edilen GST enziminin molekiil
agirhiginin yaklagik 25,1 kDa (Taysi and Temel, 2021) oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu
caligmada koyun dalagindan saflastirilan GST enzimine ait alt birimlerin molekiil kiitlesi
SDS-PAGE metodu ile yaklasik olarak 26.36 kDa olarak bulunmustur. Bu degerin daha
onceki caligmalarda belirlenen deger aralifinda ve insan kani ve insan bdbreginden

saflastirilan GST enzimlerinin molekiil kiitlesine yakin oldugu tespit edilmistir.

Koyun dalak dokusu siztozolunden saflastirilan GST enzimi i¢in yiiriitiilen karakterizasyon
caligmalarinda enzime ait optimum pH’n1 belirlenmesi amaciyla pH’lar1 5,5-8,0 arasinda

degisen K-fosfat ve pH’lar1 7,0-9,0 arasinda degisen Tris/HCI tamponlart kullanildi ve
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enzim igin optimum pH KH2PO4 tamponu pH=8.0 olarak belirlendi. Onceki ¢alismalarda
E coli ekstraktindan saflastirilan GST enzimine ait optimum pH =7,0 (lizuka et al., 1989),
Insan kam1 GST enzimi i¢in optimum pH=5,5 (Tiirkanoglu, 2007), Van gélii balig
karacigeri GST enzimi i¢in Tris/HCI tamponu pH = 7,8 (Ozaslan, 2014), Koyun dalak
dokusu karacigeri GST enzimi i¢in optimum pH Tris-HCI pH= 8,5 (Taysi and Temel,
2021) olarak belirlenmistir. Daha 6nceki ¢aligmalar analiz edildiginde GST enzimi i¢in
optimum pH’nin 5.5-8.5 araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu calismada koyun dalak

dokusu GST enzimine ait belirlenen bu deger literatiirde belirlenen deger araligindadir.

Bu c¢aligmada koyun dalak dokusu GST enziminin i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla konsantrasyonlari 0,5 M - 1 M araliginda olan K-fosfat ve 0,5 M-
1,0 M konsantrasyon araliginda Tris/HCI tamponlar1 kullanildi. Koyun dalak dokusu GST
enzimi igin optimum iyonik siddet 1 M K-fosfat tamponu olarak belirlendi. Onceki
caligmalarda, insan kan serumu GST enzimi i¢in optimum iyonik siddet 2 mM K- fosfat
tamponu (Tiirkanoglu, 2007), Van Goli Baliginin karaciger dokusu GST enzimi i¢in 100
mM Tris/HCI tamponu (Ozaslan, 2014), Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi
icin K-fosfat 0,125 M (Tiirkan, 2015), bidircin karacigeri GST enzimi igin Tris-HCI
tamponu 140 mM (Taysi and Temel, 2021) oldugu rapor edilmistir. Koyun dalak dokusu
GST enzimi igin belirlenen 1M K-fosfat optimum iyonik siddet degeri dnceki ¢alismalara

gore farklilik arz etmektedir.

Bu calismada koyun dalak dokusu GST enziminin stabil oldugu pH degerini belirlemek
pH’lart 5,5-8,0 arasinda degisen K-fosfat ve pH’lar1 7,0-9,0 arasinda degisen Tris/HCI
tamponlar1 kullanilarak 3 giin boyunca her 12 saattebir aktivite 6l¢iimleri gerceklestirildi.
Bu siire sonunda koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in stabil pH, 1 M KH2PO4 tamponu
pH=7.0 olarak belirlendi. Onceki ¢alismalarda, Van Gélii Balig1 karacigeri GST enzimi
i¢in stabil pH fosfat tamponu pH 5,5 (Ozaslan, 2014), karayemis meyvesi i¢in K-fosfat
tamponu pH= 6,5 (Tiirkan 2015), Koyun dalak dokusu karacigeri GST enzimi i¢in Tris-
HCI tamponu pH=8,5 olmak iizere farkli kaynaklardan saflastirilan GST enzimi i¢in stabil
pH’nin 5-11 olmak iizere genis bir aralikta oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada tespit

edilen stabil pH degeri literatiirde belirlenen degerlerle uyum arz etmektedir.
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Bu calismada koyun dalak GST enzimine ait optimum sicakliin belirlenmesi amaciyla
1isitmal1 su banyosu kullanilarak her 10 °C sicaklik araliginda enzim aktiviteleri olgiilerek,
enzim aktivitesinin optimum oldugu sicaklik degeri 60 °C olarak belirlenmistir. Onceki
calismalarda Onceki ¢alismalarda hindi karacigeri GST enzimi igin 50 °C (Akkemik et al.,
2012), gokkusagi alabalik eritrositi GST enzimi optimum sicakligimi 30 °C Comakli
(2011), insan kan serum GST enzimin optimum sicakligi 65°C Tiirkanoglu (2007),
karayemis meyvesinden saflastirilan GST enziminin optimum oldugu sicaklik 30°C
(Turkan, 2015), Van Goli Baligi karacigeri GST enzimi i¢in optimum sicaklik 30 °C
(Ozaslan, 2014), Koyun dalak dokusu karacigeri GST enzimi i¢in optimum sicaklik 55 °C
(Taysi and Temel, 2021) olarak rapor etmislerdir. Bu calismada belirlenen optimum
sicaklik degeri insan kan1 ve Koyun dalak dokusu karacigeri GST enzimi optimum sicaklik

degerlerine yakindir.

Km degeri bir enzime ait aktif bdolgesinin yarisinin doldugu andaki substrat
konsantrasyonunu ve ayni zamanda enzim substrat kompleksi olan ES kompleksinin
ayrigsma sabitidir yani enzimin substrati ile baglanma dercesini ve substrata olan ilgisini
gosterir. K degerinin yiiksek olmasi enzimin substrata olan afinitesinin diisiik oldugunu,
Kwm degerinin diisiik olmasi ise enzimin substrata olan afinitesinin yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. Vmax ise enzimin katalitik aktivitesinin bir 6l¢lisiidiir. Vmax birim zamanda
tirline gevrilen substratin mol sayisin1 gostermektedir. Bu ¢aligmada koyun dalak dokusu
GST enzimi i¢in yiiriitiilen kinetik calismalarda GST enziminin substratlar i¢in K Ve Vmax
kinetik degerleri Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak hesaplanmistir. GSH substratina
ait Km ve Vmax degerleri hesaplanirken sabit CDNB konsantrasyonunda 5 farkli GSH
konsantrasyonuyla aktivite Ol¢limleri gergeklestirilerek Lineweaver-Burk grafigi
olusturulmug ve bu grafik vasitasiyla GSH i¢in Km Ve Vmax degerleri sirastyla 0.629 mM,
0.056 EU/mL olarak; ayn1 zamanda CDNB substratina ait Km Ve Vmax degerleri
hesaplanirken sabit GSH konsantrasyonunda 5 farkli CDNB konsantrasyonu ile aktivite
olgtimleri gerceklestirilerek Lineweaver-Burk grafigi olusturulmus ve bu grafik vasitasiyla
CDNB substratina ait Km Ve Vmax degerleri sirastyla 0.321 mM, 0.129 EU/mL olarak
hesaplanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde koyun dalak dokusu GST enziminin GSH
substratina olan afinitesinin CDNB substratina olan afinitesinden daha az oldugu

belirlenmistir.
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