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GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIiMININ TAVUK
TASLIGINDAN SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzimini tavuk tasligindan saflastirmak igin
gerceklestirilen bu ¢aligmada yontem olarak glutatyon-agaroz afinite kromatografisi ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesinden faydalanildi. Calisma neticesinde 69,17 EU/mg protein,
spesifik aktiviteyle %85,42 verim elde edilerek, 1441 kat saflagtirildi. Tek bantli gériintii
elde etmek, alt birim molekiil kiitlelerini belirlemek ve enzim safligini kontrol etmek i¢in
SDS-PAGE c¢alismas1 gergeklestirildi. Calisma sonunda goriintii tek bant olarak elde
edildi. Alt birim molekiil kiitlesi yaklagik 25,66 kDa olarak belirlenen tavuk tashigi GST
enzimi igin karakterizasyon calismalar1 gerceklestirildi. Karakterizasyon caligsmalariyla
birlikte optimum iyonik siddet, Tris-HCI tamponunda 300 mM olarak belirlendi.
Optimum pH, K-fosfat tamponunda pH= 7,5 iken optimum sicaklikta 40 °C olarak
bulundu. Stabil pH ise K-fosfat tamponunda pH= 7,0-7,5 olarak elde edildi. Saflastirilan
enzim i¢in Km Ve Vmax degerleri belirlendi. Degerler belirlenirken Lineweaver-Burk
grafiginden yararlanildi. CDNB substratinda Km, 11,4761 mM iken Vmax, 0,5837 EU/
mL olarak belirlendi. GSH substratinda ise Ku, 11,1348 mM, Vmax ise 0,75205 EU/mL
olacak sekilde sonuglandirildi.

Anahtar Kelimeler: Tavuk tashigi, Karakterizasyon Caligsmalari, Glutatyon S-Transferaz
(GST) enzimi, Saflastirma.
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE
S-TRANSFERASE ENZYME FROM CHICKEN GIZZARD

ABSTRACT

In this study, which was carried out to purify the glutathione S-transferase (GST; EC
2.5.1.18) enzyme from chicken gizzard, glutathione-agarose affinity chromatography and
ammonium sulfate precipitation were used as methods. As a result of the study, 69.17
EU/mg protein was purified 1441 times, achieving 85.42% yield with specific activity.
SDS-PAGE study was performed to obtain single-band image, determine subunit
molecular masses and check enzyme purity. At the end of the study, the image was
obtained as a single band. Characterization studies were carried out for the Chicken
gizzard GST enzyme, whose subunit molecular mass was determined to be approximately
25.66 kDa. With the characterization studies, the optimum ionic strength was determined
as 300 mM in Tris-HCI buffer. The optimum pH was found to be pH= 7.5 in K-fosfat
buffer and the optimum temperature was 40 °C. Stable pH was obtained as pH=7.0-7.5 in
K-fosfat buffer. Km and Vmax values were determined for the purified enzyme. The
Lineweaver-Burk chart was used to determine the values. While Ky was determined as
11.4761 mM in CDNB substrate, Vmax was determined as 0.5837 EU/mL. For GSH
substrate, Knm was found to be 11.1348 mM and Vmax was 0.75205 EU/mL.

Keywords: Chicken gizzard, Characterization Studies, Glutathione S-Transferase (GST)
Enzyme, Purification.



1. GIRIS

1.1 Enzimler

Enzimler spesifik ve stabil biyokatalizorlerdir. Yakin ge¢miste farkli endiistriyel
tretimlerde c¢evre dostu biyoteknolojik sahada kullanimlari yaygin bir hal almistir.
Bundan o6tiiri farkl: tiriinlerin tiretilmesinin hizlandirilmasinda daha verimli enzimlerin ve

enzim ¢esidinin bulunmasi son derece 6nemlidir (Pandey ve ark., 2017).

Biitiin canlilarin hayatiyetlerini siirdiirebilmeleri adina dig kaynaklardan aldiklari
besinleri yapilariyla uyumlu biyomolekiillere doniistiirme islemini segici ve etkili bir
sekilde yapmalar1 gerekir. Enzimler canlilarda, bu doniistiirme islemi sirasinda meydana
gelen kimyasal reaksiyonlari hizlandirma gorevini {istlenip, herhangi bir yan {iriin
olmaksizin %100'lik verim oran1 olan biyolojik katalizérlerdir. Proteinlerin en kompleks
ve Ozellesmis hali enzimlerdir. Bilinen biitlin enzimler protein yapisindayken, kiigiik bir
RNA grubu bu protein yapisinin disindadir ve bu kiigiik RNA grubu katalitik aktivite
gosterir (Nelson and Cox, 2004).

Enzimler, hiicre igerisindeki varyasyonlar, parcalanmalar, biyosentezler gibi bir¢ok
faaliyette yer alan, farkli amaglarla islev goren biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin
kesfedilme siireci 1700’14 yillarin sonunda baslamigtir. Bu siiregte midede bulunan
salgilarin etin sindirimine nasil etki ettiginin arastirilma ¢aligmalar1 sonucunda tespit
edilmistir (Nelson ve Cox, 2016). 1835 yilinda katalizor bir terim olarak ilk defa
kullanilmistir. Bu terimi kullanan ilk bilim adamida Jons Jacob Berzelius olarak bilim

tarihine gegmistir.(Marks vd, 1996).

Katalizleme fonksiyonlar1 iki ayr1 sekilde yapilabilir. Bazi enzimler yalmizca protein
yapilariyla bu islemi gerceklestirirken bazi enzimlerde protein yapist olmadan
gerceklestirebilir. Ancak bunu yapabilmek i¢in kofaktor olarak adlandirilan ek gruplara
ihtiya¢ duyarlar. Katalizleme fonksiyonlarinin gergeklesebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan

kofaktor sabit degildir. Bazen bir metal iyonu olan kofaktér bazen de koenzim diye



adlandirilan kompleks bir organik bilesiktir. Bazi durumlardada aktivitenin olabilmesi

i¢in her ikisininde olmasi gerekebilir (Onat, 1996).

Haloenzim, enzim kofaktor kompleksinin katalitik olarak aktif olan kismidir. Kofaktorsiiz
protein apoprotein olarak adlandirilirken, kofaktorsiiz enzimede apoenzim denir (Onat,
1996). Apoenzim olarak adlandirilan enzimler katalitik olarak inaktif olan gruptur.
Kofaktorlii enzimlerin, kofaktorlerine karsi afinite dereceleri aymi degildir. Afinite
dereceleri farkli olan bu kofaktérlerin arndirilmalari diyaliz yoluyla miimkiindiir. Ancak
bu islem biitiin kofaktorler icin gecerli olmayabilir. Ornegin kovalent yapida olan
kofaktorler ya da diyaliz yoluyla uzaklastirilamayacak derecede siki baglanmis
kofaktorlerde bulunmaktadir. Bu tarz gruplara prostetik gruplar denilmektedir. Bu sekilde
kofaktorii kendisinden uzaklastirilmig olan enzimler aktivite kaybina ugrar (Lehninger
2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Baz1 bilesiklerin enzim aktivitesini olumlu yonde etkiledikleri bilinmektedir.Bu
bilesiklere aktivator adi verilir. Aktivatorler genel anlamda kiigiik iyonlardan
olusmaktadir. Aktivatdrler kofaktorler gibi kataliz olayina daima dahil olmazlar. Iki grup
aktivatorden bahsetmek miimkiindiir. Aktivator roliinii yalnizca substratla birleserek
gergeklestirenler ve bu rolii serbest enzimle birleserek gergeklestiren bilesikler olarak

ikiye ayirabiliriz (Goziikara, 1989).

Bazi bilesikler enzimlerin “in vivo” ve “in vitro” aktivitelerini yavaslatilir veya durdurur.
Bu olaya “inhibisyon” denir. Bu olayr gerceklestiren bilesiklerde “inhibitor” olarak
tanimlanir. Inhibitdrler siklikla molekiil kiitlesi kiigiik bilesikler ya da iyonlardan olusur.
Enzimatik inhibisyon olayr doniisiimlii ve doniisiimsiiz inhibisyon olarak baslica ikiye
ayrilir. Doniisiimsiiz inhibisyon gergeklesirken enzimin sahip oldugu bir ya da birden
fazla fonksiyon gosteren grup etkilenir. Inhibitor, enzimle ya kovalent bag kurar veyahut
komleks olusturur. Bu durumda Vma’in azaldigi goriiliirken, Kv degisime ugramaz.
Doniistimlii inhibisyonda ise doniisiimsiiz inhibisyonun tam tersi olarak enzim ile
inhibitdr etkilesmesinin bir denge tepkimesi seklinde gergeklestigi goriiliir (Ozaslan,

2014).



Kinetik yoniiyle oldukca kararli olan biyomolekiiller, kendi baslarina reaksiyon
vermezler, bundan dolay: hiicrelerde gerceklesen biitiin kimyasal reaksiyonlar enzimler
araciligiyla gergeklesmektedir. Enzimler, protein yapisinda olup amino asit siralamasi
tamamen DNA iizerindeki kodonlara bagli olarak olusturulur. Boylelikle gerceklesen
protein sentez olaylarinin tamami DNA molekiiliinde bulunana sifreler c¢ercevesinde
diizenlendigi ve kontrol edildigi sonucuna ortaya c¢ikar. Hiicreleri birbirinden
ayiranOzelliklerine ait bilgilerin DNA’dan aktarilmasini saglayan en Onemli ajan

enzimlerdir (Tirkan, 2015).

Enzimlerin adlandiriimas: aktiflik ya da inaktiflik durumlarina gére yapilir. Eger enzim
inaktif ise substrat molekiiliiniin sonuna “jen” eki getirilip adlandirma yapilir. Aktif olan
enzimlerde ise katalizinde bulundulari reaksiyonun tiiriine gore substratin sonuna

“ase=az” eki getirilerek isimlendirme yapilir (Siimengen, 2011).

Yapilan calismalar neticesinde var oldugu bilinen enzim sayisinin suanda 2000’1 gectigi
bilinmektedir. Reaksiyon ve substrat spesifikligi dikkate alinarak enzimler igin bir
siiflandirma teknigi gelistirilmistir. Bu siniflandirma seklinde 6 temel simif vardir.
Siniflandirmaya enzimler EC koduyla girerler. EC kodu dort basamakli bir sayidan
Olusur. Dort basamakli sayidan ilki bahsedilen 6 temel siniftan birine tiyeligini gosterir.
Ikinci basamak alt siifi gosterirken iigiincii basamak alt-alt siniflar1 temsil eder. Enzimin
alt smiftaki sirasin1 ise son basamak gosterir. Bu temel siniflar hicbir sekilde farkl
reaksiyon spesifikligine sahip enzimleri icermezler her biri ayni reaksiyon spesifikligine
sahip enzimleri bulundurur (Koolman et al 2003; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimlerin siniflandirilmasi agsagidaki sekilde 6n gorilmiistiir.

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalizleyen enzimler

bu sinifta yer alir.

2. Transferazlar: Hidrojen haricindeki verici bir molekiilden alict bir molekiile

fonksiyonel gruplarin transferini saglayan enzim grubudur.



3. Hidrolazlar: Baglara su ekleyerek ester, eter, glikozit, anhidrit veya P-N vb.

baglariin kirilmasini saglayan enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu enzim grubu hidrolizden farkli olarak susuz ortamda yer alan gruplarin
uzaklastirilmasini katalizler. Liyazlarin kullanilan ismi disinda dekarboksilaz, dehidrataz

ve aldolaz gibi isimleri de bulunmaktadir.

5. izomerazlar: izomerlerin geometrik, yapisal ve optik olanlarmin birbirlerine doniisiim

reaksiyonlarini katalizlerler.

6. Ligazlar: ATP ve GTP fosfat bilesikleri enerjisi yiiksek bilesiklerdir.  Bu
bilesiklerdeki fosfat baginin kopmasi sonucu ortaya yliksek bir enerji ¢ikar. Ortaya
cikanbu yiiksek enerjiyle iki molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen gruba da
ligazlar denir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzim saflastirma islemi bilindigi iizere kolay bir islem degildir. Islemin zorlugundan
otiri bir ¢ozeltideki enzim varligi tespit edilirken birgok degiskene bakilir. Bu
degiskenlerin basinda enzimin etkiledigi substrat molekiilii yahut reaksiyondan sonra
olusan iiriin gelir. Bunlarin disinda enzimatik reaksiyona aracilik eden diger degiskenlere
bakilir (Soyiit, 2006). Enzim aktivitesini etkileyen faktorleri belirtmek gerekirse; sicaklik
substrat konsantrasyonu, inhibitor varligi ve aktivatorlerin varligi, iyonik siddet, pH ve

enzim konsantrasyonu olarak sayilabilir.

Enzimlerin bu c¢agda hemen her alanda yarar sagladigi bilinmektedir. Endistriyel
alanlardan birkag Ornek vermek gerekirse ilag, kimya ve gida gibi alanlarda; boya
tiretiminden dericilie kadar bircok alanda; biyoteknolojik alanlardan tip, tarim ve
veterinerlige kadar bir¢ok konuda enzimlerden fayda saglanmaktadir. Bilimsel
arastirmalarda enzimler biylik yer edinmektedir. Biyokimyasal arastirmalarin tarihi
siirecindede arastirma konularinin ¢ogunda enzimleri gérmek miimkiindiir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2009). Bugiin tip alaninda enzimlerin ayricalikli bir yeri oldugunu kabul

etmek gerekir. Saglik, hastalik, tam1 ve tedavi gibi siireclerde enzimlerin vazgegilmez



gorev ve katkilar1 vardir. Birgok kalitsal bozuklugun tespitinde ve hastaliklarin tanisi
koyulurken enzimlerin kalitatif ve Kkantitatif tayinlerine basvurulur. Bu tayinler
sonucunda hastaligin ilerleyisi ve gelecegi gibi bulgulari tespit edilmektedir (Onat, 1996).
Su ana kadar tanimlanan 2000’e yakin enzim vardir. Bu enzimleri kristallendirmek igin
bircok caligma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde bir¢ok enzim saflastirma
isleminden gegerek karakterizasyonu yapilmigtir. Saflagtirma ve karakterizasyon
islemlerinden sonra 200'den fazla enzim kristal olarak elde edilmistir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2009).

1.2. Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH) hemen hemen biitiin canlilarda bulunan ve iyi bilinen bir
tripeptiddir. Glutatyonun yapisinda 2 adet peptit bagi, 2 adet karboksil grubu, 1 adet
amino grubu ve 1 adet tiyol grubu igermektedir. Polar uglarmin ¢ok olmasi ve
molekiiliiniin kiiciik mol agirligina sahip olmasi onun sudaki ¢6ziiniirliigiiniin pozitif

yonde artmasina yardimei olmaktadir (Kosower, 1976).

Glutatyon bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin hiicre sitozollerinde fazla miktarda yer
alir. Glutatyonun bilinen 6nemli gorevleri olarak hiicreyi zehirli metabolitlerden
temizlemek ve hiicrelerde bulunan siilthidril grubunun devamliligini saglamak oldugunu

belirtmek miimkiindiir (Liebman, 1988)

(GSH) alyuvarlarda siilthidril tamponu olarak gorev yapar. Bu gorevi hemoglobin ve
eritrosit proteinlerinin igerisinde bulunan sistein rezidiilerini indirgenmis halde tutarak
yapmaktadir. GSH/GSSG oran1 Kirmizi kan hiicrelerinde belli bir orandadir. Bu oran
yaklagik olarak 500°dir. Glutatyon peroksidaz enzimi indirgenmis glutatyonu
katalizleyerek hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle reaksiyona girer. Bu reaksiyon

sonucunda indirgenmis glutatyon antioksidant etki gosterir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).



NP
Gly H—-:::—H
N—H
o—c
Cys H—({:—CHQ—SH
N—H
o—¢
b
CH,
¥ -Glu Ha N—#—H
o~

Sekil 1.1. GSH’1n yapist

Indirgenmis glutatyon, hiicreleri oksidatif zararlardan korumak icin serbest radikallerle ve
peroksitlerle tepkimeye girer. Bunun disinda GSH proteinlerin yapisindaki —SH
gruplarint  indirgenme gorevini ustlenir. Birden fazla proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu da demiri ferroz halde tutarak saglar. Boylece bu enzim ve proteinlerin
rejenerasyonunu saglayabilir (Drog, 1997; Schroder 2001; Gegkil, 2012). Belirtilen bu
ozellikler disinda GSH, elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunda da gorev alir.
Detoksifikasyon gorevini yerine getirirken GST’ye bir kofaktor olarak gorev alir (Yalgmn
1998; Blokhina vd, 2002).

1.3. Glutatyon S- Transferaz

GST izoenzimlerine ait ilk ¢calismalar sigcan karacigerinde yapilmistir. Yapilan ¢aligsmalari
Boyland ve arkadaslar1 birlikte gergeklestirmistir. Calismalar olumlu sonuglanmis olup
GST izoenzimleri ilk kez sigan karacigerinde tespit edilmistir. Bu caligsmalar 1s181inda

daha sonra bircok canli ve mikroorganizmadanda olumlu sonuglar elde edilmistir.
Calismalar canlilarin akciger, karaciger, plasenta ve eritrosit gibi dokulari {izerinden
gergeklestirilmistir. Brom benzil merkaptiirik asit glutatyonun bazi konjugasyon
iirlinlerinin son asamasidir. Meister ve arkadaslari 1879 yilinda buna yonelik bir ¢alisma
gerceklestirerek kopek idrarmndan izole edilmesini basarmislardir. izolasyonun
gerceklesmesiyle birlikte GST enzimlerinin varligi dolayli olarak da olsa tespit edilmistir.
(Giiven, 2003). 1959 yilinda GST enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin temelini

Glutatyon konjugatlarinin olusturdugunu Barnes ve arkadaglari ile Bray bildirmistir



(Giiven, 2003). 1961 yilinda fare karacigerinde yapilan ¢alismalar neticesinde glutatyon
konjugasyonu gozlemlenmistir. Béylece memelilerde bulunan glutatyon S transferaz
enzimlerinin yapis1 hakkinda ilk bilgiler verilmistir. GST’lerin saflastirma islemi 1974

yilinda olup ilk kez Habig tarafindan yapilmistir(Giiven,2003).

Cok fonksiyonlu polimorfik bir izoenzim ailesinden olan Glutatyon S-transferaz
enzimleri (GST; EC 2.5.1.18) hiicreyi sitotoksik ve genotoksik streslere karsi koruma
altina alir (Habdous ve dig., 2002, Iverson ve dig., 2010).

Glutatyon S-transferaz enzimlerinin yaklasik olarak biitin bitkilerde, omurgalilarda,
boceklerde, memelilerde, maya ve bakterilerde yer alir (Giliven, 2003). GST’ler
memelilerin bir¢ok organ ve dokusunda yer alir. GST’lerin oransal olarak biiyiik kismi
karacigerdedir. GST enziminin bulundugu diger organ ve dokulara ise bdbrekler,
akcigerler, intestinal kanal, testisler ve adrenal bezler 6rnek verilebilir. GST enzimleri
suda ¢Ozlinen enzimler olmakla birlikte organizma igerisinde suda c¢oziinen toplam

protein miktarinin %4 ten fazlasini olustururlar (Giimiis, 2005).

Enzim ailesi olarak nitelendirilen Glutatyon S-transferaz’lar iki alt birimden meydana
gelir (Altimigik, 1999). GST'ler alt birimlerinin her biri i¢in katalitik bolgesi olan kiiresel
dimerik proteinlerdir. Genelde 23-29 kDa arasinda degisen molekiil kiitlesindelerdir.
Aminoasit sayist her bir alt birimi i¢in 200 ile 240 arasinda degiskenlik gostermektedir.
GST alt birimlerinin her biri iki bolgeden olusur. Bu bolgeler polipeptid zinciri kisa
baglayicilariyla birlestirilir. GSH’1 olusturan bu bélgeler G ve H bolgeleridir. G; GSH’in
baglanmasi bolgesi iken, H; hidrofobik elektrofillerin baglanma bélgesidir. Bu bolgeleri
olusturan GSH, N-terminal domain bir B-tabaka ve ii¢ a-heliks yapisinda diizenlenmis
olan yaklagik 80 aminoasitten meydana gelir. Kalan 5 veya 6 a-heliks yapisindaki

aminoasit ise C-terminal bolge olusturur (Tuna, 2008)



Sekil 1.2. Dimerik Glutatyon S-transferaz enziminin aktif bolgelerinin gosterimi. (Ji et al. 1994)

Aminoasitler enzimlerin yapisini olustururken bu aminoasitlerin igeriginin oldukga
onemli oldugunu belirmek gerekir. Aspartik asit, glutamik asit ve 16sin 6nem arz eden
aminoasitlerdir. insan ve sican GST enzimlerinde de miktar olarak en fazla bu ii¢
aminoasit bulunmaktadir. Siganda ¢ok diisiik miktarlarda bulunan iki aminoasit triptofan

ve sistein aminoasitleri iken, bu aminoasitlere insanda hi¢ rasttanmamaktadir (Fleischn et

al. 1976; Bas, 2006).




Tablo 1.1. Glutatyon S-transferaz enziminin aminoasit i¢erigi (molekiil bagina) (Fleischn et al. 1976; Bas,
2006)

Aminoasit ad1 Sican Insan Aminoasit ad: Sican imsan
Alanin 25 27 Lésin 48 58
Arginin 22 23 Metionin g 13
Aspartat 41 34 Prolin 21 21
fenilalanin 19 18 Serin 19 20
Glisin 20 20 Tirozin 18 18
Glutamat 44 52 Treonin 12 6
Histidin 6 6 Triptofan 8 -
1z616sin 20 28 Valin 18 14
Lizin 35 44 Sistein 5 -

Canlilar hayat boyu toksik bilesiklere dogrudan yahut beslenme yoluyla dolayli bir
sekilde maruz kalmaktadir. Endiistriyel hayat, dogal hayatla beraber ¢ok sayida zehirli
molekiiliin ortama salinmasina sebep olmaktadir. Ayrica reaktif oksijen tiirleri ve benzeri
reaktif maddeler viicutta normal oksijen metabolizmas: icerisinde tretilmektedir. Bu
toksik ve reaktif {iriinlerin bertaraf edilebilmesi i¢cin metabolizmada detoksifikasyon
sistemleri mevcuttur. Bertaraf edilmedigi takdirde toksik maddeler proteinleri ve DNA’y1

bozarak hiicrenin ve metabolizmanin 6liimiine sebebiyet verebilir.

GST’lerin en 6nemli ve baslica gorevi hiicreyi oksidatif zararlardan korumaktir. GST’ler
hiicrede ¢ok Onemli bir savunma mekanizmasi olustururlar. Bu mekanizma
ksenobiyotiklere karsi olusturalan en Onemli savunma mekanizmasidir. Glutatyonun
ksenobiyotik metabolizmasindaki rolii agiklamak gerekirse; faz | enzimleri reaktif tiirleri
olusturarak glutatyonla konjugasyona girer ve bu sekilde hiicre makromolekiilleri olarak
bilinen DNA, RNA ve proteinle baglanmasma engel olarak hiicreyi hasardan korumasi
seklindedir. Bir proteinin antijenik 6zelligi ksenobiyotik reaktif tiirlerinin proteine
baglanmasiyla degistirilebilir. Ksenobiyotikler hiicreyi hasara antikorla birleserek
gotiiriir. Bu etkiyi de yalniz olarak antikorlarin sentezini uyarmayan bir molekiil seklinde

gostererek icra eder (Board, P., Coggan, M. 1990).
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Ksenobiyotikler kimyasallar maddelerdir. Ksenobiyotikler dogal bilesikler gibi besin
yoluyla viicuda alinmazlar. Viicuda besin yolu disinda degisik yollarla giren bu kimyasal
maddeler olan ksenobiyotiklerin enzimatik detoksifikasyonu faz-1,faz-11,faz-111 olmak
tizere li¢ fazdan olusur. Faz | de substrata redoks, hidroliz ve benzer tepkimelerle aktif
gruplar katilir, faz 1l de konjugasyon tepkimeleri i¢in substrat hazirlama goérevi istlenir.
Faz III'te ise faz II’de ortaya ¢ikan ve suda ¢Oziiniirligii daha fazla olan nonpolar
ksenobiyotikler ve toksisitesi diisiik olan metabolitlerin atilmasi saglanir (Sekil 1.4)
(Autrup 2000; Sheehan et al 2001; Lee 2003).

Faz II reaksivonlan (detoksifikasyon)
Konjugasyon Enzimleri

(=i1fat, asetat, glukuronik asit, glutatyon,
glisin)

Faz I reaksivonlan (aktivasyon)
CYP P450 (oksidasyon, m Nontoksik
rediiksiyon, hidrolizis) } Metabolit

Idrar ve Safrayla atilum

Sekil 1.3. Detoksifikasyonda Faz I, Faz II ve Faz III reaksiyonlar1 (Aydogdu 2013)

GST’ler bircok farkli farkli bilesigin zehirsizlestirilmesini saglayan c¢ok ozellikli
enzimlerdir ve rediikte glutatyonun -SH grubunun baska bir substratin elektrofilik
kismina konjugasyon tepkimelerini katalizlemeyle gorevlidirler. Sonugta olusan ara
bilesik Oncekine gore biraz dah zarasizdir ve daha ¢ozinir halde olup kolayca
uzaklastirilir. GST’ler C, N ve S atomlarini igeren apolar bilesiklere rediikte glutatyonun
niikleofilik reaksiyonlarint da hizlandirirlar. Bu grup enzimler substrat olarak
arenoksitler, halojen iceren nitrobenzenler, kinonlar, ve a, p-doymamis karbonil
gruplarint igeren bilesikleri barindirir. GST oksidatif stres ve oksijen toksisitesinin
etkilerini minimuma diisiirmek amaciyla sinyal iletimine de aracilik eder. Bundan dolay,
GST hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda yer alir (Ozaslan ve ark. 2018). GST
enzimlerinin sitozolik, mitokondrial ve mikrozomal olmak {izere 3 biiyiik ailesi mevcuttur

(Hayes et al., 2005)
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a Gs, L °
NO, NO, N0
GST
GSH cr
NO, NO, NO,

Sekil 1.4. Glutatyon S-transferaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Habdous et al, 2002)

Sitozolik GST’ler

Memeli sitozolik GST’ler yap1 bakimindan dimeriktir. Uzunluklari 199-244 aminoasit
kadardir. Memelilerde 7 ayri sitozolik smiflandirma yapilmistir. Aminoasit dizilim
benzerligi baz alinarak olusturulan siniflandirmada Pi, Alfa, Omega, Mii, Sigma, Teta ve
Zeta smiflari yer alir. Memeliler disinda kalan tiirlerde yer alan diger sitozolik GST’ler de
vardir. Bunlar Lambda, Beta, Tau, Delta, Epsilon, Phi ve U olarak adlandirilmistir.
Sitozolik GST izozimleri insanda minimum 16, siganda ise 12 olarak tanimlanmistir. Bu
sitozolik GST izoenzimlerinin ekseriyeti hiicrenin sitoplazmasinda yer almaktadir. Fakat
insanlar ve farelerde o sinifi GSTA4-4 izoenzimlerinin membran ve mitokondride de

bulundugu tahmin edilmektedir (Hayes et al, 2005).

Tablo 1.2. Sitozolik glutatyon S-transferaz enziminin siniflari, bulundugu yerler

Sitozolik GST Sitozolik GST alt birimleri Bulundugu dokular

siniflar:

Alfa GSTAL, GSTAZ2, GSTA3, GSTA4, Karaciger, bobrek. beyin,
testis

Mu GSTMI, GSTM2, GSTM3, Karaciger, beyin, testis

GSTM4, GSTMS
Pi GSTPI Karaciger, beyin, testis
Tata GSTTL, GSTT2 Karaciger
Sigma Dalak
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Mitokondride Bulunan Glutatyon S-Transferazlar

Yap1 olarak memeli canlilarda bulunan mitokondriyal » smifi GST izoenzimleri de dimer
haldedir. Alt {initelerini 226 aminoasit olusturur. Insan, sican ve siganlarda yalnizca
Kappa smifi GST yer alir (Jowsey, L.R., Thomson 2003, Morel, F., Rauch, C., Petit,
2004). Kappa simifi izozimlerin aril halidlere kars1 aktiviteleri yiiksektir. CuOOH (bakir
hidroperoksit) ve (S)-15-hidroperoksi 5,8,11,13- eikozatetraenoik asidi indirgeyebilirler
(Morel, F., Rauch, C., Petit, 2004).

Mikrozomal GST’ler

MAPEG ailesine iiye olan mikrozomal GST’lar yapilar1 bakimindan ¢oziinebilir
GST’lardan ayrilirlar. Bu enzimler, ¢ogu proteinin de bulundugu eikozonoid iiretiminde
gorev lstlenirler. 1980°de MAPEG ailesinin ilk enzimi tanimlanmigtir. Bu enzimlerin
siniflandirilmasi prostaglandin E sentaz, 16kotrien C4 sentaz, S-lipoksigenaz aktivite edici
protein ve Mikrozomal GST 1, 2, 3 olarak yapilmistir. Bu siniflardan Mikrozomal GST
1,2 ve 3 detoksifikasyon enzimleri olarak bilinir. Bunun haricinde glutatyon bagh
peroksidazlar gibi islev goriirler. Arasidonik asitten lokotrien A4 olusumunu S-
lipoksigenaz katalizler. Lokotrien A4’{in, 16kotrien C4’e doniisiimiinii 16kotrien C4 sentaz
saglar.Prostaglandin E sentazda PGH2’den PGE2’nin izomerizasyonunu Kkatalizler
(Jakobsson, P.J., Morgenstern, 1999).

GST’lar yap1 olarak degisik olan bir¢ok substrati katalizleyebilirler. Bunlara 6rnek olarak
alkiller, aril halidler, laktonlar, epoksitler, kinonlar, esterler ve aktiflenmis aklenler
sayilabilir. GST’lar bircok substrati tanimalarina ragmen, genelinin hidrofilik olusu ve
elektrofilik bir merkez tagimalar: substratlarin ortak 6zellikleri arasindadir. GST’lar ayni
zamanda hiicre ve organizmalarin ilag, pestisit, herbisit ve antibiyotikler i¢in direng
gelisiminede katki verirler.GSH yani diger adiyla kosubstratin olmadig1 tepkimelerde
GST enziminin islemesi miimkiin degildir. Az miktarda substrat 6zelligide gosteren GST
oksidasyonla birlikte olusan iriin yahut dis kaynaklardan alinan toksik maddelerin,
viicutta bulunan kiiciik molekiillere rastlamasini engeller. Bu sekilde viicuttan atilimini

saglarak hiicrenin zarar gormesini engeller (Bas vd, 2006).
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GST enzimi, G ve H bolgelerinden katalizleme islemine katilir. Baglanma bolgesine GSH
G bolgesi ile baglanirken, elektrofilik bilesiklerinde baglanma bdlgesi H bdolgesidir.
GST’larin hepsinde G bolgesi yiiksek GSH spesifitesi ile miimkiin oldugu kadar
benzerdir. Tam tersi H bolgeside GST’lar arasinda olabildigince farklilik gosterir. Bu
bolgedeki farkliliktan dolayr enzimlerin subsrat baglama kapasitesi ve gesitlilikleri
degiskenlik gostermektedir. GST’lar ¢ok genis substrat 6zgiilliigiine sahiptirler. CDNB
elektrofilik merkeze sahip olup GST enziminin en yaygin substratidir. GST aktivitesi
belirlenirken CDNB’nin GSH ile konjugasyon reaksiyonuna bakilir (Commandeur,
1995).

Tablo 1.3. Glutatyon S-transferazin bazi substratlar

GST substratlarn

Eksojen kaynakh  Endojen kaynakh  ilaclar Pestisitler
Biitadien Dopamin Sisplatin Lindan
Alfatoksin Prostaglandin Klorambusil Atrazin
Etilen oksit Kolesterol-5-oksit ~ Fosfomisin DDT
Metilen klortir Katekol Nitrogliserin

Ostrojen

GST'lar CDNB’yi substrat olarak kullanabilirler ve CDNB GST'larn aktifliginin
Ol¢iimiinde 6nemli bir arag olarak kullanilir. Sonug olarak, aktif bolgeye baglanabilen ve
yeterince elektrofilik olan tim aril veya alkil halid GST’lar tarafindan substrat olarak

kullanmlabilir.

Cl

G
S/
N0, GST NO,
*  GSH —» +  Hcl

Sekil 1.5. Glutatyon S-tranferazin katalizledigi reaksiyonlardan biri
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GST’larin katalizledigi temel reaksiyonlari; oksiran halkasinin niikleofilik agilimi,
niikleofilik yer degistirme, polarize ¢ift baglara Michael katimi reaksiyonlar1 diye saymak

miimkiindiir (Morgenstern, 1988).

Tablo 1.4. Glutatyon S-transferazin enzimlerinin gorev yaptig1 reaksiyon 6rnekleri

Reaksiyvon sekli Substrat

Michael katilimi N-asetilbenzokinonmin
Oksiran halkasina atak 1-nitropiren-4,5 oksit
Niikleofilik yer degistirme 1-kloro-2,4-dinitrobenzen

Organik hidroksiperoksitin indirgenmesi  Linoleik asit hidroperoksit

Organik nitratin indirgenmesi Nitrogliserin ve tiirevleri
o o O O
i | I U
1- B R . | sc |y
¢ B— i Y . GST
o] | + GBH  —— Syt
o o OCH, RO~ O O ~ TOCH,
2. N . GST AN SG
[ ] " GSH —m0mm——= b SG
3- ook Y + sy —SST 2
Br ZA
o o o 2
] NS ¥ AN
- “~~""cooH , GsH GST | OO
TCOOH HOOC
O R T NH HO, R NH;
Se { l 'L . GsSH —GST__ l R
o7 ~F HO™ Y
SG

Sekil 1.6. Glutatyon S-transferazin enzimlerinin katalizledigi bazi reaksiyonlarin tepkimeleri

Lindan ve benzeri pestisitlerin zehirsizlestirilmesini, GST substratlar1 olan 4 hidroksil-2-
noneal, ve benzeri endojen molekiiller saglar. Oncelikle plastik bazli kanser ilaglarindan

cis platin basta olmak iizere, siklosofamid, klorombusil, etakrinik asit, adriamisin gibi
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ilaglarin inhibisyonunu saglarlar. Bdylece bu ilaglarin hiicre igerisinde direngli olmalari

saglarlar (Kaya Kog¢dogan, A. 2016).

GST'larin enzimatik fonksiyonlarinin yaninda énem arz eden bir diger gorevi de bazi
endojen ve ekzojen kaynakli maddeleri katalitik yollar diginda baglayarak bu maddelerin

hiicre igerisindeki tasinmalarini saglamaktadirlar (Boyer and Kenney, 1985).

Bu maddelerin enzimde baglandigi bir boélge vardir ve bu bolge segici olmayan
hidrofobik bir baglanma bdolgesidir (Vessey and Boyer, 1988). Elektrofilik hareketlilikte
organizmanin koruma gorevinde olan GST’larin organizma yoniinden 6nem arz eden bu
islemlerine kars1 ayn1 mekanizmayla biyoaktivasyonun yaninda ortaya ¢ikardiklar: baska
sorunlarda bilinmektedir. Bu sorunlarin ortaya ¢ikmast GST’larin klinikte ¢oklu ilag
direnci (Multidrug resistance) olarak yer edinen durumlariyla iliskilerine baglidir. Giincel
hayatta kanser tedavisindeki en dnemli sorun multidrug resistance olarak goriilmektedir.
Timor hiicrelerinde GST Pi’nin ¢okga artmast GST’nin kazanilmis direng ile iligkisini
diisindirmiistir (Aliya et al, 2003). Coklu ilag direncinde GST’yi baski altina alan
maddelerin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak GST’lar kanser olusum
stirecinde farkli iki role sahiptir. Bu rollerden ilki epoksitler benzeri baslatici ajanlari
inaktivasyonunu saglayarak tiimor olusumunu engellemek, ikinci rolii de kanser
hiicresinin kemoterapdtik ilaglara karsi direng olusumuna yardim ederek istem dis1 bir

sekilde kanser hiicresini koruma altina almasidir (Hayes and Pulford, 1995).

GST aktivite 6lglimii iki yontemle yapilabilir. Bu yontemler immiinoradiyometrik ve
spektrofotometriktir. Spektrofotometre Habig ve Howie ile arkadaslarinin tavsiye ettikleri
yontemdir. Bu yontemde GST’nin hiicre i¢i substratt olan GSH’in konjugasyonuyla
birlikte meydana gelen bilesigin renk siddetinin 6l¢iilmesine bagli olarak 6l¢iim yapilir.
Immiinoradiyometrik yontem ise serum doku orneklerindeki GST aktivitesinin

olgiilmesidir (Howie et al, 1988).
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2. KAYNAK OZETLERI

Arca vd. (1990), E.Coli’den GST enzimini saflastirirken DEAE Sephajel ve glutatyon-
agaroz afinite kolonlarin1 kullanmistir. Bu saflastirma islemini %11 verimle yaklagik
olarak 800 kat olacak sekilde gergeklestirmistir. Bu ¢alismada Kv sabitlerini glutatyon
icin 0,25 olarak bulurken, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen i¢in 1,5 mM olarak bulmustur.
Enzimin alt birim molekiil kiitlesi 24 kDa iken, enzim homodimerdir. Enzim igin

optimum pH 7,5 olarak hesaplanirken optimum sicakligida 35 °C’dir.

Ozaslan (2014) yaptig1 tez ¢alismasinda Van Golii Balig1 karacigerinden faydalanmistir.
Protein spesifik aktivitesi 29,304 EU/mg olarak belirlenmistir. Enzim %37,36 verim ile
316,11 kat saflagtirnlmistir. Enzimin molekiil kiitlesi 62,35 kDa olarak bulunurken bu
islem sirasinda jel filtrasyon kromatografisinden faydalanililmistir. SDS-PAGE
kullanilarak alt birimlerinin molekiil kiitlesi belirlenmistir. Alt birim molekiil kiitleleri de
28 kDa ve 33,8 kDa olarak bulunmustur. Karakterizasyon ¢alismalar sirasinda enzime ait
optimum pH's1, optimum sicakligi, stabil pH’s1 belirlenmistir. Ayrica subsratlarinda Km

ve Vmax degerleri tespit edilmistir.

Casalino vd. (2004), calismasmi gerceklestirirken Cd*™? ve Mn*2 gibi metal iyonlarinin
saflagtirma islemi sigan karacigerinden yapilan GST enzimi aktivitesine olan etkilerini

incelemistir.

Marler vd. (2010), bazi bilesikler sentezlemislerdir. Bu bilesikleri kinon oksidorediiktaz
1, GST ve GSH seviyelerinde meydana gelen degisimi arastirmak amaciyla karaciger
hiicre kiiltiirline uygulamistir. Bu bilesikler 14-klorometil-12H-5,11 adiazadibenzo[b,h]

floren-11-on ve 2,4-dibromo-1-hidroksifenazindir.

Awasthi vd. (1980), calismasinda insan karacigerinden faydalanmistir. Calisma
neticesinde GST’ye ait Katyonik ve anyonik izoformlar1 saflastirmayr basarmustir.

Amonyum siilfatla franksiyonlama ger¢eklestirmistir. Bu islem Sirasinda anyonik GST
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icin numunenin amonyum siilfat doygunlugu %65’e olarak uygulanmistir. Daha sonra bu
yeni anyonik GST enzimi ¢esitli kromatografik islemler kullanilarak saflastirilmistir.
Buna yakin bir prosediir uygulanarak katyonik GST i¢in numunenin amonyum siilfat
doygunlugu %80’e getirilip saflastirma islemi uygulanmistir. Calismalar neticesinde ® ve
v GST’nin alt birim molekiil kiitlesi 22,5 kDa olarak belirlenmistir. Katyonik GST’ye ait

alt birim molekiil kiitlesi ise 24,5 kDa olarak sonuglandirilmistir.

Loscalzo ve Freedman (1986), calismalarini yaparken insan trombositlerinden
faydalanmiglardir. Saflastirma ¢alismalari sirasinda birden fazla yontem kullanmislardir.
CM-seliiloz, Sephadex G-75, afinite kromotografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi gibi
yontemlerden faydanalanarak GST enzimini saflastirilmistir. 7,5 EU/mg spesifik

aktiviteye sahip enzim 1071,4 kat saflastirilmistir. Ayrica enzime ait molekiil kiitlesi ve

izoelektrik pH’s1 da tespit edilmistir.

Asaoka vd. (1983), GST enzimini saflastirirken sigir karacigerinden faydalanmistir.
Yontem olarak orange-A agaroz afinite kromotografisiyle kullanarak saflastirma islemini
yapmugtir. Iki temel izoenzim ayrilirken DEAE-sephagel kullanilmistir. Ayrilan bu iki
forma ait izoelektrik pH’lar1 6,7 ve 6,1 olacak sekilde belirlenmistir. Bunun disinda Cu*?,
Hg*™?, Cd*2, Zn*? iyonlarinin her iki izoenzimin aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir.
Izoenzimlere ait alt birimlerinin mol kiitleleri belirlenirken SDS-PAGE den
faydalanilmistir. Alt birim molekiil kiitlesi 27 kDa olarak belirlenirken, tabii molekiil
kiitleleri icin jel filtrasyon kromatografisi kullanilmistir. Tabii molekiil kiitlesi de 49 kDa
olacak sekilde bulunmustur. Ayrica GSH ve CDNB i¢in Km 0,55 mM, Vmax 0,10 mM
olarak bulunurken, spesifik aktiviteleri sirasiyla, 320 EU/mg ve 6,9 EU/mg olacak sekilde
belirlenmistir. 2. Izoenzim i¢in ise Km 0,83 mM, Vmax 0,165 mM olarak ve spesifik

aktiviteleri ise sirastyla ve 380 EU/mg, 0,86 EU/mg olacak sekilde hesaplanmistr.

Singh vd. (1987), calismasi sirasinda insan bobreginden faydalanmistir. Bu galismada
GST enzimine ait 3 6nemli smif enzimlerini (a, p, w) saflastirmistir. Baz1 kinetik
Ozelliklerde incelenmeye tabi tutulmustur. Yapilan c¢alisma neticesinde bu 3 simf
izoenzimin onemli derecede farklilik gosterdigi konular yapisal, immunolojik ve

fonksiyonel 6zellikler olarak belirlenirken, ayn1 sinifa bagl izoenzimlerin benzerlik
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gosterdigi tespit edilmistir. Saflastirma islemi yapilirken epoksiyle aktiflestirilmis
Sepharoz-6B’ye bagli GSH afinite kolonundan yararlanilmistir. Aksoy (2018) yaptigi
calismasinda, detoksifikasyon basta olmak tizere birden fazla biyolojik fonksiyonu
bulunan GST enzimine baz1 flavonoidlerin etkisini incelemistir. Holstayn karacigerinden
GST enziminin saflastirilmasi1 gergeklestirilmistir. Calisma sirasinda saflastirma iglemi
hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK) ile yapilmistir. Bdylece enzimin safligi
kontrol edilirken Sepharose 4B-L-tirozin-9- naftilamin jel kullanilarak SDS- PAGE
yapilmistir. Km ve Vmax degerleri belirlenirken Linewear- Burk yonteminden
faydalanilmistir. Substrat olarakta CDNB ve GSH substratlar1 kullanilmigtir. Bu degerler
CDNB i¢in 1,34 mM, 1,89 EU/ mL olarak belirlenirken; GSH icin 1,11 mM, 3,06 EU/
mL belirlenmistir. Arastirmada c¢alisilan flavonoidlerin, hGST iizerinde etkileri
arastirllmistir. Calismada bazi maddelerin enzim {izerindeki etkileri arastirilmis ve bu
amacla maddeler i¢in %50 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonlari (ICso)
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarla en giiglii inhibitoriin 4°-(4- nitrofeniltiyoiirenil)-6-

hidroksi-apigenidin ve degerinin 2,1 mM ICso oldugu tespit edilmistir.

Comakli vd. (2011) calismalarim1 gokkusagi alabalik eritrositleri iizeriinden yapmislardir.
Calismalar neticesinde saflastirilan glutatyon S-transferaz enziminin bazi antibiyotiklere
etkilerini arastirmislardir. Enzim saflastirilirken glutatyon—agaroz afinite kromatografisi
teknigi kullanilmigtir. Bu teknikle enzim %90 verim elde edilerek 8.714 Kkat
saflastirilmistir. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii gergeklestirilmistir, neticede
tek bant goriintiisii elde edilmistir. Enzime ait molekiil agirligi yaklasik olarak 23 kDa
olarak tespit edilmistir. Bunun haricinde antibiyotiklerin enzim aktivitesinin inhibisyon
etkilerine bakilmistir. Gentamisin, amikasin, sefuroksim sodyum, ampisilin gibi
antibiyotikler islemde kullanilmistir. Calisma 1s18inda yiiksek inhibisyona sebep olan
antibiyotiklerin 1Cso degerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tespit edilmistir.

Cetinkaya vd. (1993), yaptiklar1 ¢alismalarda bazi elektrofilik bilesiklerin metabolitleri
GST aktivitesinde artis ya da azaltmaya neden oldugu bildirilmistir. Gergeklestirilen bir
calismada GST aktivitesine ait degisiklikler brombenzen ve karbontetrakloriiriin ratlara
uygulanmasiyla arastirllmistir. Uygulamadan sonra karacigerdeki GST aktivitesinde

azalma, serumdaki GST aktivitesinde de artig oldugu gozlemlenmistir.
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Eaton ve Bammler (1999), ise mitokondrial, sitoplazmik ve MAPEG GST ailesinin
siniflandirilmasinda proteinlerin amino asit siralamsinin kriter olarak onemli bir yer
tuttugunu bildirmislerdir. Sitozolik GST ailesinin gosterdigi homoloji sekanst %40’dan
fazla iken digerlerinin %20 oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica sitozolik GST’lerin
yapilarina gore 13 smifa ayrildigint belirlemislerdir. Bu siniflarda alfa, beta, delta,
epsilon, zeta, teta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi, ve omega bulunurken, mitokondrial
GST’larinda kappa smifinin i¢inde yer aldigini, mikrozomal GST’larin MAPEG siiper
ailesinden olduklarmni bildirmislerdir. Ve bu mikrozomal GST’larin aminoasit dizisi
%?20’den az benzerlik gosteren I-IV arasi belirlenen alt gruplardan meydana geldigini
tespit etmislerdir. insan sitozolik GST’larinda alfa, zeta, theta, mu, pi, sigma, ve omega
smiflarinin olusturdugu 6 izoenzim MAPEG siiper ailesinin I, II ve IV. sinifina bagh

oldugunu tespit etmislerdir.

Celik vd. (2003), c¢alismalarini normal dogum gergeklestiren bir hastanin plasentasini
kullanarak yapmiglardir.(GST-n) enzimi saflastirillirken glutatyon-agaroz affinite
kolonundan faydalanilmistir. Enzim saflastirma sirasinda 2,628 EU/mg spesifik aktivite
elde edilmistir. %0,5 verimle 16 kat olarak saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Enzim
ait substrat olan GSH icin Km sabiti ve Vmax degerleri sirasiyla 2 mM, 11,1 EU/mg
olarak belirlenirken; bu sonuglar CDNB i¢in Kwm sabiti 0,55 mM, Vmax degeri de 35
EU/mg olacak sekilde belirlenmistir. Saflastirilan enzimin aktivitesine ampisilinin
etkilerinin incelenmesi i¢in ¢alisma yapilmistir. Boylece antibakteriyel grubundan bir ilag
olan ampisilinin enzim aktivitesi {izerine in vitro etkisi oldugu gdzlemlenmistir. in vitro

orani %50-55 olacak sekilde enzimi inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir.

Martinez ve Lara (1997), GST’nin 14 izoformunun saflagtirildigi bu ¢alismada kefal
baligi  karacigerinden  faydalanmilmistir.  Saflagtirma  islemi anyon  degisim
kromatografisiyle yapilmistir. GST izoformlarinin her birinin alt birimlerinin molekiil
kiitleleri 23 ile 28 kDa arasinda olacak sekilde bulunurken, izoenzimlerin dimerik yapida

oldugu belirlenmistir.

Al ve Mustafa (2006), calismalarinda metal iyonlarinin in vitro sartlarda insan eritrosit
GST enzimine olan etkilerini arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada Cr*® metal iyonunun

glutatyon peroksidaz enziminin aktivitesini arttirdigini belirlemislerdir. Yine glutatyon
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rediiktaz enziminin aktivitesini azaltirken, GST ve Kkatalaz enzimlerinin aktivite

oranlarinda herhangi bir degisiklik olusturmadig1 sonucuna varilmiglardir.

Erat ve Sakiroglu (2012), GST enzimini saflastirirken ¢alismalarinda insan
eritrositlerinden faydalanmislardir. Saflagtirma islemi sirasinda yontem olarak glutatyon
agaroz afinite kromatografisi kullanilmistir. Sonug olarak 16,00 EU/mg protein spesifik
aktivite elde edilerek, %80 verimle 1.143 kat saflastirilmistir. Bu islemden sonra bazi
kimyasallarin enzime ait aktivite iizerine etkilerine yonelik ¢alisma yapilmistir. 1Cso
degeri Paclitaxel i¢in 0,23 mM bulunurken, cyclophosphamide i¢in 5,75 mM, gemciabine
icin 6,35 mM olacak sekilde bulunmustur. Bu ilaglarin dogal substrati olan GSH ile
inhibisyon ¢alismalar1 yapilmisitr. Calisma neticesinde Ki sabitleri sirasiyla olacak
sekilde paclitaxel igin 0,1824+0,028 mM, cyclophosphamide i¢in 6,97+0,49 mM,

gemciabine i¢in 6,71+£0,31 mM olmak {izere hesaplanmustir.

Gyamfi vd. (2004), calismalarinda sigcan karacigeri GST ve insan GST P1-1 enzimleri
tizerine inhibitor etkilerini incelemek maksadiyla sifali bitkilerden izole edilen ve yeni bir
antioksidan olan thonningianin A'(Th A)'dan yararlanmistir. Caligma sirasinda substrat
olarak CDNB kullanilmistir. ThA’nin sigan karaciger sitozolik GST aktivitesini inhibe
ettigi tespit edilmistir ve ICso 1,1 uM oldugu belirlenmistir. CDNB'ye karst yarigsmali
inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. ThA’nin insan GST P1-1 GSH substratina karsi
yarigmasiz inhibisyon sergiledigi belirlenmistir. Calisma sonunda ThA'nin yeni bir giiclii

GST in vitro inhibitor bildirilmistir.

Pabst vd. (1974), c¢alismalarinda sigan karacigerinden faydalanmiglardir. Bu ¢alisma
yapilirken GST enziminin saflagtirilmasi i¢in DEAE-selilloz anyon degisim
kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM-seliiloz katyon degisim kromatografisi
ve hidroksilapatit kolonundan yararlamlmustir. Sonug olarak enzim 4,1 EU/mg spesifik
aktivite elde edilerek saflagtirillmistir. Enzime ait stabil pH degeri fosfat tamponu i¢inde
7,0 olarak bulunmustur. Ayrica CDNB ve GSH i¢in Ky sabiti belirlenmistir. Calismayla
birlikte Ky sabiti sirastyla 0,006 mM, 0,02 mM olarak bulunmustur. Ilaveten enzime ait
alt biriminin molekiil kiitlesinin yaklasik olarak 25 kDa oldugu belirlenirken, molekiil
kiitlesinin yaklasik 45 kDa oldugu tespit edilmistir. Neticede enzimin homodimer oldugu

belirlenmistir.
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Cnubben vd. (2001), yaptiklar1 arastirmada GST enzim ailesinin bir¢ok farkli elektrofilik
bilesik ile GSH’1n konjugasyonunu sagladigini belirtmislerdir. Sebep olarak ta glutatyon
S-transferaz’in yapisinda spesifik olmayan hidrofobik substrat baglanma bdlgesinin
bulundugu ve cok sayida izoenziminin yer almasindan kaynaklandigini sdylemislerdir.
Boylece GST izoenzimlerinin birgok bilesigi sustrat olarak kullandiklarini belirtmislerdir.
Bu bilesiklere gevresel kirleticiler, karsinojenik bilesikler, ilag kalintilar1 ve diger birgok
bilesik Ornek gosterilebilir. Calisma neticesinde G ve H bolgelerinin oldugu tespit
edilmistir. G bolgesi proteinlerin baglanma bdlgesi olarak belirlenirken, H bolgeside
substratlarin baglandigi bolge olarak raporlandirilmistir. GST izoenzimlerinin her birinin

iki alt biriminden meydana geldigi bildirilmistir.

lizuka vd. (1989), calismalarinda GST enzimini saflastirirken E.coli ekstraklarindan
faydalanmiglardir. Calismada saflastirma islemi %7,5 verim saglanarak yaklasik olarak
2.300 kat saflagtirmislardir. Bu calismada, yazarlar molekiil kiitlesini 45 kDa olarak
belirlerken enzimin iki ayn1 alt biriminden meydana geldigini tespit etmislerdir. Ayrica
enzime ait substratlar olan GSH ve CDNB i¢in K sabit ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda Ky sabiti sirasiyla 0,33 mM ve 1,43 mM olmak {izere hesaplanmstir.
enzim i¢in optimum pH degeri 7,0 bulunurken, optimum sicaklik degeri 5S0°C olarak

belirlenmistir. Stabil pH degeride genis bir pH araligi olan 5 ile 11 arasinda bulunmustur.

Offei-Oknyne vd. (2015), antioksidatif enzimlerden olan glutatyon rediiktaz, glutatyon S-
transferaz, stiperoksit dismutaz, glutayon peroksidaz ve katalaz enzimlerinin aktiviteleri
ve glutatyon seviyelerini incelemek iizerine ¢alisma yapmuslardir. Yapilan ¢aligmada
HepG2 karaciger hiicrelerine kurutulmus, dondurulmus ve taze zencefilin metanol
ekstrakti uygulanmistir. Ekstrat 12 saat ve 24 saat boyunca birlestirilerek birlestirme
sonucu arastirilmistir. Enzim aktiviteleri 24 saatin sonunda 12 saate kiyasla daha yiiksek

etki ettikleri sonucuna ulasmiglardir. Bu sonu¢ GSH seviyesi i¢inde ayn1 olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyaller
3.1.1. Cahismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasinda kullanilan BSA, Coomassie Brillant Blue G-250, N, N, N’, N’-
tetrametil etilendiamin, GSH, glisin, 1- kloro 2,4 dinitrobenzen, N, N’-metilen
bisakrilamid, Tris, ilgili substratlar ve diger reaktiflerin bir kismi Kimya Boliimii
Biyokimya Arastirma Laboratuvarindan temin edildi.  Diger kismi ise Sigma

Chemical’den temin edilmistir.

3.1.2. Faydalanilan Cihaz ve Aletler

Homojenizator : KA'T 25 Ultra-Turrax
Otomatik pipet : Transferpette, Eppendorf
Spektrofotometre : UV-1800, Shimadzu CC-10
Elektroforez cihazi : Bio Rad

Kesintisiz gii¢ kaynag1 : EC 300 XL

Pompa : ATTA SJ-1220

Calkalayici : Lab. Companion SK-300 22
Manyetik mikser - IKA C-MAG HS 7
Sogutmal1 santrifiij : Universal 320 R, Hettich
pH metre : Thermo Orion 3 Star
Buzdolab: . Argelik

Karistirici : SK-300

Vorteks : Velp Scientifica SK-300
Hassas terazi : Denver Instrument S1-234

Kar makinesi . Hoshizaki Ice Maker FM-80EE
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3.1.3. Cahsmalar icin Hazirlanan Cézeltiler
3.1.3.1. Enzim Aktivite Ol¢iimii Icin Hazirlanan Cézeltiler

a) 0,02 M GSH Cozeltisi: 30 mg GSH alinarak 4 mL saf suda ¢ozdiirtildii ve daha sonra

hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

b) 0,025 mM CDNB Cozeltisi: 25 mg CDNB alinarak 4 mL %95’lik etanolde ¢ozdiiriildii

ve toplam hacim yine %95°lik etanol ile 5 mL’ye tamamlandi.

c) Fosfat Tamponu Cozeltisi (0,1 M, pH: 6,5): 680 mg KH2POs ve 14 mg EDTA
tartilarak 40 mL saf suda ¢ozdiiriildii ve daha sonra ilgili reaktiflerle pH’s1 6,5’a

ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.2. Homojenat Tamponu

a) Tris-HCI (pH: 7,2) Tamponu: 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF igeren 50 mM
Oncelikle 605 mg Tris 80 mL suda ¢oziildii daha sonra bu ¢dzeltiye 15 mg DTT, 27
mg EDTA ve 17 mg/mL propanol PMSF (1 mL) eklendi ve pH 7,2’ye ayarlan. Daha

sonra toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

3.1.3.3. Enzim Saflastirilmasinda Kullanilan Cozeltiler

b) Dengeleme ve Yikama Tamponu (0,01 M KH2PO4 + 0,15 M NaCl, (pH: 7,4): 0,4 g
KH2POs ve 2,61 g NaCl almarak yaklasik 200 mL suda ¢ozdiiriildii ve pH 7,4°e

ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

¢) Eliisyon Tamponu (50 mM Tris- HCI ¢ézeltisi, pH: 9,5): Icinde 10 mM GSH
bulunduran 50 mM’lik Tris- HCI ¢6zeltisi hazirlandi ve bu ¢ozelti gradientli eliisyonda

kullanildi.

d) Rejenerasyon Tamponu 1 (0,5 M NaCl + 0,1 M H3BO3 (pH: 8,5): 0,62 gram H3BO3 ve
2,92 gram NaCl alindi ve 90 mL saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH’s1 8,5°e

ayarlandi. Daha sonra toplam saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.



24

e) Rejenerasyon Tamponu 2 (0,1 M NaCH3COO + 0,5 M NaCl (pH: 4,5): 0,82 gram
NaCH3COO ve 2,92 gram NaCl alinarak 90 mL saf suda ¢ozdiiriildii ve daha sonra

pH’s1 4,5’a ayarlandi. Son olarak toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

f) %0,02 NaNs ¢ozeltisi (Kolon materyalinde bakterin tirememesi igin): 0,02 gram NaNs

alinarak hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamland1 ve ¢ozdiiriilmesi saglandi.

3.1.3.4. Bradford Yontemiyle Protein Tayini I¢cin Kullamilan Cozeltiler

a) Boyama c¢ozeltisi (Coommassie Brillant Blue): %95°1ik 50 mL etanol igerisinde 100
mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi ¢6zdiiriildii. Dah sonra ¢ozeltiye 100 mL
%95’lik fosforik asitten eklendi. Cozeltinin hacmi saf su eklenerek 1000 mL’ye

tamamlandi ve karanlik bir ortama birakilarak 1siktan korundu.

b) BSA ¢ozeltisi: 1 mg BSA alinarak haci saf su ile 1 mL’ye tamamlandi ve ¢ozlinmesi

saglandi.

3.1.3.5. Elektroforez islemi icin Hazirlanan Cozeltiler

a) Tris-HCI Tamponu (1 M Tris-HCI, pH: 8,8): 12,11 gram Tris 75 mL saf suda
¢ozdiiriildiikten sonra pH’s1 HCl ile 8,8’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su

ile 100 mL’ye tamamlandi.

b) Akrilamid - bisakrilamid ¢ozeltisi (%30 akrilamid + %0,8 bisakrilamid): 0,4 g
bisakrilamid ve 15 g akrilamid alinarak 35 mL saf suda ¢6zdiiriildii ve daha sonra

toplam hacim saf su ile 50 mL’e tamamland.

c) SDS ¢ozeltisi (%10): 1 gram SDS alinarak 9 mL saf suda ¢ozdiiriildii ve daha sonra

toplam hacim saf su 10 mL’ye tamamlandi.

d) Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%10): 1 g amonyum persiilfat 8 mL saf suda ¢oziildii ve

daha sonra toplam hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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e) Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin alinarak 450 mL saf suda ¢6ziildii. Dah
sonra bu cozeltiye 5 mL %10’luk SDS’den eklendi ve pH’s1 8,5’e¢ ayarlandi. En

sonunda toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

f) Numune tamponu: 1 mL %100’lik gliserin, 0,5 mL 1 M Tris-HCI (pH: 6,8), 1 mL
%10’luk SDS ve 1 mL %0,1’lik bromtimol mavisi karistirilarak toplam hacim saf su

ile 10 mL’ye tamamlandi.

g) Sabitlestirme  ¢ozeltisi:  Elektroforezde  yiiriitilen  proteinlerin  yerlerinin
sabitlestirilmesi i¢in %10 TCA, %50 izopropanol ve %40 saf su olacak sekilde bir

¢Ozelti hazirlandi.

h) Jel boyama ¢ozeltisi: 100 mg Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi alinarak 10 mL
asetik asit i¢inde ¢ozdiriildii daha sonra hazirlanan bu karisima 50 mL CH3OH ve 40

mL saf su eklenerek ¢ozelti hazirlanmis oldu.

i) Jel yikama ¢ozeltisi: 10 mL CH3COOH ve 50 mL CH3OH alinarak toplam hacim saf

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

j) Bromtimol mavisi ¢6zeltisi (%0,1): 0,1 gram bromtimol mavisi, 16 mL 0,01 M NaOH
¢ozeltisi igerisinde ¢6ziildii ve toplam hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.1. Kalitatif Protein Tayini

Calismamizdaki biitin numunelerin kalitatif protein tayini Segel’in 1968 yilinda
gerceklestirmis oldugu calisma temel alinarak yapilmistir. Segel’e gore proteinlerde
bulunan triptofan, tirozin, fenil alanin amino asitleri maksimum absorbanslarin1 280

nm’de gosterirler.
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3.2.1.2. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Glutatyon agaroz afinite kromatografisi ve homojenat kullanilarak saflastirilmis
enzimlerin bulundugu c¢ozeltilerdeki protein miktar1 Bradford yontemi araciliiyla
belirlendi. Bradford yontemi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinle
etkilesime girdikten sonra olusturdugu renkli kompleksin 595 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢limii temeline dayanir. Protein ve boyanin baglanma islemi hizli bir sekilde
gergeklesir. Calisma gergeklestirilirken ilk asama olarak standart ¢ozelti hazirlandi. 1
mL’sinde 1 mg s18ir serum albiimin bulunan standart ¢ézeltiden 10 ile 100 pL araliginda
(10 uL,20 pnL,30 pL, ... 100 uL) farklt hacimlerde on tiip alind1 ve tliplere eklendi. Tiim
tiiplerin hacmi saf su ile 100 pL’ye tamamlanarak renklendirme asamasina ge¢ildi. Bu
asamada her bir tiipe 4,9 mL Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi eklendi. Tiipler
vorteks cihazinda karistirildi. Sonrasinda inkiibasyon ve 6l¢iim agamasina gegildi. Tiipler
renk olusumu i¢in 10 dakika boyunca 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde inkiibe edildi. 100
pL tampon ve 4,9 mL renklendirme reaktifinin bulundugu karisim koér olarak kullanildi.
Kor karigimina karst okuma gerceklestirildi. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
absorbans Olctimleri yapildiktan sonra absorbans degerlerine karsilik mg protein degerleri
belirlendi ve bu degerlerle standart grafik olusturuldu. Numune ¢alismalarinda, tavuk
taslik homojenati, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisinden saflastirilan
enzim ¢ozeltileri 100 kat seyreltilerek analiz edildi. inkiibasyon islemi vorteks ile 10
dakika kanstirilarak gerceklestirildi. 595 nm dalga boyunda kore karsi absorbans
Olctimleri yapildi. Sonuglarin dogru bir sekilde hesaplanmasi i¢in absorbans degerleri ti¢
tekrar olarak yapildi ve dl¢limlerin aritmetik ortalamasi alindi. Standart grafik yardimiyla

protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.2. Glutatyon S-Transferaz Enziminin Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz enzimi glutatyon molekiiliinii, elektrofille birlestirerek konjugat
olusturmak iizere kullanabilir. Konjugasyon da en ¢ok tercih edilen hos kokulu aromatik
elektrofil 1-kloro-2,4- dinitrobenzen’dir. Reaksiyon sonucu olusan dinitrobenzen S-
glutatyon (DNB-SG) iirlinii, 340 nm'deki absorbansta maksimum degeri gosterir. Boylece
340 nm’deki gosterilen maksimum absorbans araciligiyla aktivite 6l¢iimii gerceklestirildi.

Calismamizda aktivite dl¢limiileri bu metod temel alinarak gerceklestirildi.
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NO, NO,

Sekil 3.1. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan iiriiniin olugum
mekanizmasi (Habdous et al, 2002)

Asagida gosterilen degerlere gore ¢ozelti hazirlandi. Toplam ¢dzelti hacmi 1 mL olacak
sekilde ayarlandi. Spektrofotometreye kiivetler uygun olarak yerlestirildikten sonra
aktivite O6l¢imii yapildi. Absorbans degerleri toplamda ii¢ dakika 6lciiliirken dakikada bir
ol¢iim gergeklestirildi. Olgiim sonuglar1 kaydedildi. (Habig et al, 1974).

Tablo 3.1. GST enziminin aktivite 6l¢timiinde kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlari

Kiivet icerigi Koér (uL) Numune (pL)
0,5 M aktivite tamponu 200 200

250 mM CDNB 20 20

20 mM GSH 50 50

Saf su 730 720

Enzim numunesi - 10

Enzim tnitesi hesaplanirken asagida belirtilen formiil kullanilds.

EU : (AOD/9,6) x (VT/VE) x SF

EU : 1 mL’de yer alan enzim {initesi

9,6 :  Ekstinksiyon sabit katsayis1

AOD : Spektrofotometrik analiz sirasinda dakikada olusan absorbans degisimi
VT : Olgiim sirasinda kullanilan kiivete ait toplam hacmi

SF : Seyreltme faktori

VE : Olciimde kullanilan kiivete eklenen enzim numunesine ait hacim
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3.2.3. GST Enzimi icin Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Enzim saflastirilmasinda sik olarak kullanilan yontemlerden biri afinite kromatografisidir.
Bu yontemi kullanmak i¢in kolonda bulunan kati partikiiller temizlenmelidir. 10 mL’lik
hacmi olan kolonu temizlemek i¢in 1 g kuru glutatyon-agarose tozu alindi. Kolon 200 mL
saf suyla birkac¢ kere yikandi. Yikama gerceklesirken aynm1 zamanda jel sisirilmis oldu.
Sigirilmis jelin havasini almak i¢in su trompu kullanildi. Sonraki asamada jeli siispanse
etmek i¢in dengeleme tamponu olan 0,05 M K-fosfat pH:7,4, 1 mM EDTA ve 1 mM
DTT eklendi. Boylece 1x10 cm Odlgiisiinde kapali bir sistemin olusturdugu sogutmali
kolona hazirlanan jel paketlendi. Paketlenen jel dengeleme tamponu ile yikanirken
peristaltik pompadan yararlanildi. Eliiat ve tampona ait absorbans ve pH’larin
esitlenmesiyle kolonun dengelenmis oldugu belirlendi. Bu sekilde Glutatyon-agaroz

afinite kolonunun hazirhigi tamamlanmis oldu (Giivercin et al 2008; Toribio et al, 1996).

3.2.4. Tavuk Tashgindan GST Enziminin Saflastirilmasi
3.2.4.1. Tavuk Tashg1 Temini ve Homojenat Hazirlanmasi

Calismamizda yer alan tavuk tashigi taze bir sekilde temin edildi. Tavuk taslik dokular
caligma icin laboratuara getirilirken soguk zincir kuralina uygun davranildi. Getirilen
doku -20°C’de korundu. Daha sonra donan tavuk tasligi yabanci dokulardan elimine
edilerek ufak parcalara ayrildi. Calisma icin ayrilan tavuk taghgin iizerine ii¢ kat1 olacak
sekilde homojenat tamponu ilave edildi. Homojenisazyonu saglamak i¢in homojenizator
kullanildi. Ependorf tiiplerine homojenat eklenerek santrifiij gerceklestirildi. 60 dakika
stiren santrifiij 13.000 x g hizinda gergeklestirildi ve olusan ¢okelek kisim uzaklastirildi.

Bu sekilde homojenat olusurken ¢alisma sirasindaki islemlerin tiimii +4 °C’de yapildi.

3.2.4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Coktlirme sirasinda kullanilan kati (NHg4)2SOs homojenata yavas yavas eklenerek
manyetik karistiriciyla ¢éziinme islemi gergeklestirildi. Daha sonra %0-20 ,%20-30,
%30-40, %40-50, %50-60, %60-70, %70-80, %80-90, doygunluklarinda amonyum siilfat
coktiirmeleri gerceklestirildi. Her yiizdelik dilimde santrifiij tiiplerine eklenen tuzlu
homojenat i¢in 13500xg hizinda 30 dakika boyunca santrifiij yapildi. Amonyum siilfat
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coktiirmesinin her basamaginda ¢okelek ve siipernatantta aktivite tayini gerceklestirildi

Bu islemlerin tamami +4 °C’de gerceklestirildi.

3.2.4.3. Homojenattaki Enzimin Afinite Kromotografisi ile Saflagtirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen enzim numunesi glutatyon-agaroz afinite
kolonuna uygulanirken peristaltik pompadan faydalanildi. Kolonun akis hizi 20
ml/saat’e ayarlandi. Cihaz dejenerasyonu i¢in borat, asetat ve dengeleme tamponlari
hazirlandi. Dejenerasyon asamasinda borat ve asetat tamponlari ile agaroz afinite cihazi
her defasinda sirayla 15 mL borat ve 15 mL asetat uygulanmak iizere 3 tekrar ile yikandu.
Yikama islemi spektrofotometrik olarak fraksiyonlardaki absorbans degerlerinin kore esit
olmasiyla tamamlanmis oldu. Afinite kolonunun dengelenmesi ayni tamponla
gerceklestirildi. Dondurucuya alinan numuneler aktivite kaybina ugramamasi igin
cikarildiktan sonra buzda bekletilerek yavas yavas cihazdan gegirildi. Numune gecisinden
sonra cihaz tekrar dengeleme tamponuyla yikandi. Eliisyon i¢in 1,25-10 mM araliginda
GSH igeren 50 mM Tris-HCI (pH: 9,5) derisimsi farkl iki ¢ozelti hazirlandi. Derisimi az
olan ¢ozelti gecirildikten sonra derigimi yiiksek olan ¢ozelti iginde gradientli eliisyon
yapilarak enzim saflagtirildi. Saflastirilan enzim hacmi 1,5 mL olan ependorf tiiplerine
eklenerek 340 nm dalga boyunda aktivite tayini gerceklestirilmis oldu (Toribio et al,
1996).

3.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzim saflik derecesi belirlenirken, proteinlerin agirliklarina gore ayrilmasini saglayan
yaygin bir teknik olan %3-15 kesikli SDS-PAGE (Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid
Jel Elektroforezi)’ den yararlanildi (Laemmli, 1970). Onceki ¢alismalardan kalan kir,
protein artiklar1 ve kimyasal maddelerin temizlenmesi i¢in plaklar su ve alkol kullanilarak
temizlendi. Temizlenmis plaklar sabitlendikten sonra jel hazirlama kabininin igine
yerlestirildi. Ilk asamada ayirma jeli hazirlandi. Ust tarafta 2 cm mesafe birakilacak
sekilde hazirlanan jel plaklarin arasina dolduruldu. Bu siiregte ayirma jeli katilasirken
yigma jelinin hazirlik asamasma gecildi. Yigma jeli ekleyerek iist kismindaki bosluk
dolduruldu, tarak o6zenli ve dikkatli bir sekilde yerlestirilerek numune kuyucuklari
olusturuldu. Yigma jelinin de katilasma siireci tamamlandiktan sonra tarak dikkatli bir

sekilde cikartilarak numune kuyularinin olusumu gerceklestirildi. Enzim ornekleri
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denatiire edildi. Denatiirasyon asamasinda numune tamponundan 100 pL, enzimden 100
pL, gliserinden de 50 pL kullanildi. Numuneler hazirlandiktan sonra bes dakika siireyle
kaynar suda kaynatildi. Bu siiregte kuyucuklar olustu. Kuyucuklara enzim ve standart
protein 6rnekleri yliklendi. Tasma olmamasi i¢in maksimum 6zen gosterildi. Elektroforez
tankina jel plakalari yerlestirildi. Elektroforez islemini baslatabilmek igin tanka hacmi
belirlenen yliriitme tamponu eklendi. Daha sonra elektroforez tanki kapatildi. Giig
kaynagina baglanan tank i¢in islemin basinda 80 voltajlik giigte 25 dakika yiiriitme
gerceklestirildi. Boylece kuyularda bulunan numuneler ayirma jeline kadar yiirtiyerek
yigilmis oldu. Ardindan isleme numuneler jelin en alt kismina yiirliyene kadar 120
voltajlik giicle devam edildi. Elektroforez isleminin sonlandirilmasiyla birlikte akim
kesildi. Jelleri plaklardan tek parg¢a halinde c¢ikarmak icin dikkat edildi. Dagilmadan
cikarilan jeller sabitlestirme ¢ozeltisine yerlestirildi. Jeldeki proteinlerin sabitlestirme
islemi 30 dk boyunca saglandi. Jel sabitlestirmeden alinarak boyama ig¢in ¢ozeltiye
konuldu. Boyama islemi c¢alkalayicida iki saat boyunca devam etti. Siire sonunda jel
boyanmis bir sekilde yikama ¢ozeltisine konuldu. Protein bantlarinin belirginlesmesiyle

birlikte jel ¢ikarildi, fotograflar ¢ekilerek kaydedildi (Laemmli, 1970).

Tablo 3.2. Elektroforez jellerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan ¢6zeltiler ve miktarlar:

Yigma jeli Ayirma jeli

1M Tris-HCI pH: 6,8’den 440 uL 1 M Tris-HCl pH: 8,8 ,5 mL
%0,8’lik bisakrilamid ve 800 uL %0,8’1ik bisakrilamid ve 800 puL
%30’luk akrilamid %30’luk akrilamid 4,4 mL
%10’luk SDS, 30 uL %10’luk SDS, 200 pL

TEMED, 30uL TEMED, 130 puL

Saf su, 2,450 mL Saf su, 3130 mL

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

3.2.6. GST Enziminin Molekiil Kiitlesinin SDS-PAGE ile Tayini

Tavuk tasligindan saf olarak elde edilen GST enzime ait molekiil kiitlesinin belirlenmesi

icin saflagtirmada 175-130-95-70-62-51-42-29-22-14-10,5 kDa kiitlelerine sahip standart
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proteinler kullanildi. Tavuk taglik GST enzimi i¢in yapilan elektroforez isleminden sonra
olusan jel fotografina bakilarak standart proteinlerin Rf degerlerinin hesaplanmasi
gerceklestirildi. Rf-logMk sandart grafiginin ¢izim asamasinda excel programindan
faydalanildi. Ayni jel fotografindan faydalanarak tavuk tashigindan saflastirilan GST
enziminin alt biriminin Rf degeri de hesaplandi. Hesaplanan deger grafik denkleminde
yerine yazilarak logMx degeri hesaplandi. Hesaplanan logMk degerinin antilogaritmasi

alinip enzim 6rneginin molekiil kiitlesi bulundu. Proteinlerin Rt degerleri;

Xe

Rf = (3.1)

- Xboya

Formiiliiyle elde edildi. Bu formiilde proteinin yiirlime mesafesini; Xe, boyanin yliriime

mesafesini; Xboya temsil etmektedir.

3.3. GST Enzimiyle ilgili Yapilan Karakterizasyon Calismalar
3.3.1. Optimum pH’min Belirlenmesi

Tavuk taghgindan saflasgtirma islemi gergeklestirilen GST enzimine ait optimum pH
degerinin belirlenmesi i¢in belli araliklarda iki tampon hazirlandi. Bu tamponlardan ilki
olan potasyum fosfat’in pH aralig1 5,5, 6,0, 6,5, 7, 7.5 ve 8,0 iken Tris-HCI tamponu i¢in
pH 8,0, 8,5, 9,0 araligindadir. Enzim aktivite dl¢limleri her tampon icin ayr1 olacak

sekilde gerceklestirildi.

3.3.2. Stabil pH’nin Belirlenmesi

Tavuk taglhigindan saflagtirma islemi gerceklestirilen GST enzimine ait stabil pH degerini
belirlemek i¢in iki ayr1 ¢ozelti hazirlandi. Cozeltilerden Potasyum fosfat ¢ozeltisinin pH
aralig 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 iken Tris-HCI ¢ozeltisinin pH araligr 7,5, 8,0, 8,5 ve
9,0’dur. Ependorf tiiplerine 750 pL hazirlanmis ¢ozelti alinip iizerine 250 pL enzim
eklendi. Bu sekilde tiiplerin aktivite ol¢timleri gerceklestirildi ve ependorf tiipleri +4°C
derecelik sicaklikta saklandi. Enzim kaynagi olarak bu g¢ozeltiler kullanildi. Aktivite
Olciimleri belli aralilarda olacak sekilde 60 saat siireyle her 12 saatte bir 6l¢iim yapildi.

Enzime ait stabil pH degeri yapilan bu aktivite 6l¢iimleriyle belirlendi.
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3.3.3. Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesi

Tavuk tashigindan saf olarak elde edilen GST enzimine ait optimum iyonik siddeti
bulmak icin gerceklestirilen ¢alismada derisimi 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 mM
olan Tris-HCI ile K-fosfat tamponlar1 hazir bulunduruldu. Optimal pH degerine ayarlanan

her tampon i¢in ayr1 ayri aktivite 6l¢iimii gerceklestirildi.

3.3.4. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Tavuk taghigindan saf bir sekilde elde edilen GST enzimine ait optimum sicaklik degeri
belirlenirken 1sitma-sogutma 6zelligi olan elektronik su banyosundan yararlanildi. Daha
sonra optimum sicakligi elde etmek i¢in optimum pH da aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan
cozelti ve substratlar igerisinde bulunduran karisim kiivette su banyosunda ayarlanmis
sicaklikta bekletildi. Istenen sicaklik degerinde bes dakikalik siire boyunca bekletilen
kiivete enzim pipetlendi ve hizlica okuma gergeklestirildi. 10 °C’ de bir olmak iizere 0 °C

ile 90 °C arasinda aktivite Ol¢timleri gerceklestirildi.

3.3.5. GST Substratlan1 icin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yénelik
Calismalar

Tavuk tashgindan saf olarak elde edilen GST enzimine ait Km ve Vmax degerleri
belirlenirken CDNB ve GSH substratlarindan faydalanildi. Ik olarak GSH
konsantrasyonu sabit tutularak CDNB’nin bes farkli konsantrasyonu i¢in aktivite 6l¢iimii
yapildi. Olgiimlerin sonucunda olusan degerlerle Lineweaver-Burk standart grafigi
olusturuldu. CDNB substratina ait Km ve Vmax degerleri elde edilen grafik araciligiyla
hesaplandi. Bu yontemle aktivite dl¢limleri CDNB substrat konsantrasyonu sabit olacak
sekilde bes ayr1 GSH konsantrasyonuyla da gergeklestirildi. Olgiimlerin sonucunda
olusan degerlerle Lineweaver-Burk standart grafigi olusturuldu. GSH substratina ait Km
ve Vmax degerleri elde edilen grafik araciligiyla hesaplandi. Bdoylece aktivite
Olgtimlerinin timii optimal sartlar altinda gerceklestirilmis oldu (Lineweaver and Burk,
1934).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1. (NH4)2SO4 Coktiirmesi

Tavuk taghigindan saflastirilan glutatyon S-transferaz enziminin (NH4)2SO4 ¢oktiirme
islemi 3.2.4.2°de anlatilan sekilde gerceklestirildi. Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°deki veriler
kullanilarak ¢cokme araligi %60-90 olarak bulundu.

Tablo 4.1. (NH4),S04 ¢oktiirmesinin verileri

%(NH4)2S04 Siipernatant (EU/mL) Cokelti (EU/mL)

0-20 0,336 0,080
20-30 0,251 0,116
30-40 0,236 0,123
40-50 0,220 0,133
50-60 0,175 0,168
60-70 0,125 0,220
70-80 0,090 0,509
80-90 0,038 0,640
0.8 1 B Siipernatant B Cokelek

| 061

3

£

2 | 041

L

z

kv 0,2 A1

< .

0 T T T T T T T 1
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90

%(NH,),S0,

Sekil 4.1. (NHa4)2SO4 ¢oktiirmesi sonuglari grafigi
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4.2. Protein Tayini Sonuclari

Numunelerdeki kantitatif protein tayini Bradford yontemine gore yapildi. Standart grafik
Boliim 3.2.1.2°de anlatilan sekilde ¢izildi. Tiim saflastirma agamalarindaki numunelerde
proteinlerin kantitatif tayini, ¢izilen standart grafik araciligiyla hesaplandi. Olusturulan
standart grafik Sekil 4.2°deki gosterildi.

2,2 y =0,0081x + 1,1408

— R2=0,994
s 2
[
1,8
v
% 1,6
§ 1,4
<12

1

0 20 40 60 80 100 120

Protein miktar1 (ug)

Sekil 4.2. Kantitatif protein tayini i¢in olusturulan Absorbans — Protein miktar1 grafigi
4.3. Enzim Eliisyonunun Sonuclari

Bolim 3.2.4.3’te anlatildigi gibi (NH4)2SOs ¢Oktiirmesi sonucu elde edilen enzim
numunesi afinite kolonuna yiiklendi. Daha sonra gradientli eliisyon gerceklestirildi.

Eliiatlardaki enzim enzim aktivitesi dlglilerek Sekil 4.3’te verildi.
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Tiip Sayist

Sekil 4.3. Afinite kolonundan enzim saflastirilirken elde edilen eliisyon grafigi

4.4. Enziminin Saflastirilmasi1 Esnasinda Elde Edilen Sonuclar

12

Elde edilen saf enzimin saflagtirma parametreleri hesaplanarak Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2. Enzimin saflastirma parametreleri

Numune Toplam Ak}ivite Protein Toplam  Toplam Spesifik % Saflagtirma
Tiiri Hacim (EU/mL)  (mg/mL) Protein  Aktivite Aktivite Verim  Katsayisi
m .. ..

(mL) (mg) (ED) (EU/mg)
Homojenat 20 0,1475 3,0500 61,00 2,95 0,048 100 1
Amonyum 4 0,6400 4,5700 18,28 2,56 0,140 86,77 2,92
siilfat
Afinite 5 0,5050 0,0073 0,036 2,52 69,17 8542 1441
Kromatografisi

4.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi Metodu Kullanilarak
Enzim Saflik Derecesinin tespiti Sonuclar:

Tavuk taslik dokusundan (NH4)2SO4 ¢coktiirmesi ve afinite kromatografisiyle kullanilarak

saf halde elde edilen enziminin saflik derecesinin kontrolii i¢in béliim 3.2.5’te anlatildig1

gibi SDS-PAGE yonteminden faydalanildi. Sonugta saf enzim ve standart protein

bantlarini iceren resim Sekil 4 .4’te gosterildi.
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Sekil 4.4. Saf enzim ve standartlar icin elde edilen elektroforez fotografi (1. ve 2. kuyu: Saf enzim, 3:
Standart proteinler (175-130-95-70-62-51-42-29-22-14-10,5 kDa)

4.6. Tavuk Tashk Dokusundan Saflastirilan Enziminin Mollekiill Agirhginin
Tespitine Dair Sonuclar

Tavuk taslik dokusundan saflagtirilan GST enziminin molekiil agirhgmin belirlenmesi
amaciyla bolim 3.2.6’da anlatildig1 gibi saf enzim ve standart proteinler SDS igeren
PAGE’de yiiriitiildii ve daha sonra elde edilen goriintii Sekil 4.4’te gosterildi. Standart

proteinlerin ve saf enzimin yiiriidiikleri mesafe hesaplanarak Rf degerleri dlgiildii ve log
Mk—R¢ standart grafigi cizildi (Sekil 4.5). Bu grafik yardimiyla saf enziminin molekiil
kiitlesi yaklasik olarak 25,66 kDa olarak tespit edildi.



Log Mg

2,5

1,5

0,5

37

y =-1,9488x + 2,9216

0,3 05

07 09 11
Ry

Sekil 4.5. Enzimin molekiil kiitlesinin hesaplanmasinda kullanilan LogMK - Rf grafigi

4.7. Enzimin Karakterizasyon Calismalari

4.7.1. Optimum pH Cahsmalarinin Sonuglari

Enzimin optimum pH’sinin belirlenmesi amaciyla boliim 3.3.1°de anlatildigi gibi pH’lar

5,5 ile 8,0 arasinda degisen KH2PO4 ve pH’s1 8,0 ile 9,0 arasinda degisen Tris-HCI

tamponlarindan olusan 9 adet ¢ozeltiyle enzimin aktivite 6l¢iimleri gergeklestirildi. Elde

edilen veriler Tablo 4.3 ve Sekil 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.3. Optimum pH’nin bulunmasi igin elde edilen aktivite 6l¢lim sonuglari

K-fosfat Tris- HCI

pH Aktivite (EU/mL) pH Aktivite (EU/mL)
5,5 0,48611 8,0 1,53819

6,0 0,67708 8,5 1,69791

6,5 1,63194 9,0 1,84722

7,0 1,07291 - -

75 1,75347 - -

8,0 1,78472 - -




Aktivite (EU/mL)

Sekil 4.6. Optimum pH’nin bulunmasi i¢in elde edilen aktivite dl¢iim sonuglar: grafigi

4.7.2. Stabil pH’nin Belirlenmesi I¢in Yapilan Calisma Sonuclari

Optimum pH
2
1’5 /
1
0,5 —e— K-fosfat
—e—Tris/HCI
0
4 5 6 7 8 10
pH
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Tavuk taslik dokusu glutatyon S-transferaz enziminin stabil oldugu pH’sinin bulunmasi

amaciyla uygun iyonik siddetteki farkli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltiler boliim

3.1.3’te gosterildigi gibi hazirlandi. S6z konusu ¢ozeltilerle aktiviteler 72 saat boyunca 12
saatte bir diizenli araliklarla 6lciildii. Sonuglar Tablo 4.4, Tablo 4.5, Sekil 4.7, Sekil
4.8’de gosterildi.

Tablo 4. 4. Stabil pH’nin belirlenmesi i¢in KH2PO4 tamponu ile elde edilen aktivite sonuglari

pH/Zaman 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
0 0,00347 0,12847  0,09375 0,16666 0,11111 0,05555
12 0,05902 0,06250 0,07291 0,10069 0,08680 0,09722
24 0,07638 0,05555 0,04861 0,05902 0,06597 0,09722
36 0,09722 0,04513 0,07638 0,09027 0,07638 0,03819
48 0,07291 0,04861  0,05555 0,18055 0,17361 0,01319
60 0,11805 0,10763  0,15277 0,13888 0,17708 0,17708
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Sekil 4.7. Stabil pH’nin belirlenmesi i¢in KH2PO4 tamponu ile elde edilen aktivite sonuglar1 grafigi

Tablo 4.5. Stabil pH’nin belirlenmesi i¢in Tris-HCI tamponu kullanilarak 6lgiilen aktivite sonuglari

pH/Zaman 75 8,0 8,5 9,0
0 0,10416 0,1761 0,215 0,12847
12 0,03125 0,05555 0,05555 0,07986
24 0,20138 0,10416 0,07986 0,12152
36 0,09375 0,15972 0,11805 0,38194
48 0,125 0,125 0,09027 0,11111
60 0,06597 0,09722 0,10416 0,1493
0,6
=@®=pH=7,5 =-pH=8,0
=f—-pH=8,5 pH=9,0
’.g 0,4
S
g
2 02
5
E ° k
<
0

o

24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 4.8. Stabil pH’nin belirlenmesi amaciyla Tris-HC] tamponu kullanilarak elde edilen Zaman-Aktivite
grafigi
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4.7.3. Optimum Iyonik Siddetin Hesaplanmasi I¢in Elde Edilen Sonuclar

Tavuk taslik dokusu glutatyon S-transferaz enziminin optimum iyonik siddetinin tespit
edilmesi i¢in bolim 3.3.3’de anlatildigi gibi s6z konusu tamponlarin bazi derisimleri
kullanilarak enzimin aktivite olglimleri yapildi ve sonuglar Tablo 4.6 ve Sekil 4.9°da

gosterildi.

Tablo 4.6. Enzimin optimum iyonik giddetinin belirlenmesinde kullanilan Tris-HCI tamponu ile elde edilen
Ol¢iim sonuglart

Iyonik siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,1 0,08333
0,2 1,11805
0,3 1,70833
0,4 0,99652
0,5 0,32986
0,6 0,618055
0,7 0,17708
2
> 1,5 A
£
fn) 1 N
g8
L 05 A
2
é 0 T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.9. Enzimin optimum iyonik siddetinin belirlenmesinde kullanilan Tris-HCI tamponu ile elde edilen
Olciim sonuglar: grafigi

4.7.4. Sicakhigin Enzim Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi Sonuclari

Boliim 3.3.4’te anlatildig1 gibi 0 °C ile 90 °C arasinda her 10 °C de bir enzimin aktivitesi
Ol¢iilerek sonuclar Tablo 4.7. ve Sekil 4.10.’da verildi.
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Tablo 4.7. Sicakligin enzim aktivitesine etkisinin sonug¢larinin verileri

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,60416
10 0,63194
20 0,79861
30 1,30902
40 1,67013
50 1,61805
60 1,33680
70 0,66319
80 0,44097
90 0,03472
2

=
ol

Aktivite (EU/mL)
|_\

o
ul

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10. Enzim igin belirlenen sicaklik - aktivite grafigi
4.7.5. Kinetik Calisma Sonuclari

CDNB ve GSH icin Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢in bdliim 3.3.5’de anlatildig:
gibi CDNB’nin 25 mM’lik sabit konsantrasyonunda GSH substratinin 5 ayri
konsantrasyonuyla aktivite dl¢iimleri yapildi. Olgiimlerle birlikte elde edilen degetlerle
1/[GSH]-1/V grafigi (Sekil 4.11) cizilerek grafik denkleminden GSH i¢in Km Ve Vmax
sirastyla 11,134 mM ve 0,752 EU/mL olarak bulundu. Benzer sekilde GSH’1n 20 mM’Iik
sabit derisimde CDNB substratinin 5 farkli derisimde aktivite Ol¢timleri yapildi. Daha
sonra 1/[CDNB]-1/V grafigi (Sekil 4.12) gizilerek grafik denkleminden CDNB igin Km
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ve Vmax sirastyla 11,476 mM ve 0,583 EU/mL olarak bulundu. Bulunan degerler Tablo
4.8°de gosterildi.

7 - y = 19,666x + 1,7132
R>=0,7415

v

-0,1 -0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

1/CDNB

Sekil 4.11. CDNB substrat1 i¢in KM ve Vmax’in tespit edilmesi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

y = 14,806x + 1,3297
6 R2=10,7439
* 4
4 .
2
—
i 4
r T G T T T T T 1
-0,1 -0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
1/GSH

Sekil 4.12. GSH substrat1 icin KM ve Vmax’1n tespit edilmesi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.8. CDNB ve GSH substratlari i¢in hesaplanan Vmax ve KM degerleri

Substrat Km (MM) Vmax (EU/mL)

CDNB 11,476 0,583

GSH 11,134 0,752
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Dimerik yapida olup genis bir enzim ailesinden olan GST(glutatyon S-transferaz)
indirgenmis glutatyonun ksenobiyotiklere olan konjugasyonunu saglar. Indirgenmis
glutatyon bazi nonpolar bilesiklere baglanir. Bu bilesikler azot atomlar1, siilfiir veya
elektrofilik karbondur. Oksidatif stresle birlikte ikincil endojen bilesikler meydana gelir.
GST’ler bu bilesikler, ¢evresel karsinojenler ve antitimér ilaglar gibi ksenobiyotiklerin
transformasyonunu faz 1l yoluyla saglar. Glutatyon S-transferaz enzimi yapisi degismis
olan ksenobiyotiklerin viicut digina atililimin1 hem hiicre i¢i hemde hiicre dis1 sividaki
¢cozlnlrliglinii arttirarak kolaylastirir. Ayn1 zamanda canlilart sitotoksik elektrofilik
kimyasallara karsida korurlar. GST’ler oksidatif strese karst uyum saglayan dinamik,
interaktif bir savunma mekanizmasinin Onemli pargalar1 iken ksenobiyotiklerin
biyotransformasyon islemlerinde 6nemli bir rol tasirlar (Hayes, J. D., Flanagan, J. U.,
Jowsey, I. R. (2005).

GST'ler, bitki, bakteri, bocek ve memeliler gibi kaynaklarin ¢ogundan saflagtirilmustir.
Ancak memelilerde bu calismalar daha ayrintili sekilde gerceklestirilmistir. Sebebi ise
toksik ekzojen bilesikleri metabolize etme kabiliyetleridir. Enzime ait kinetik ve yapisal
ozelliklerin belirlenmesi ve farkli kaynaklardan saflastirilma c¢alismalar1 hala

yapilmaktadir.

Giiniimiizde ¢evre kirlenmesine neden olan bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Bunlara 6rnek
olarak niifusun ¢ok hizli bir sekilde artmasi, plansiz kentlesme, sanayi ortamindaki artis
ve teknoloji sayilabilir. Bu faktorler her ne kadar yeryiiziindeki biitiin canlilara tehdit
olustursada bu canlilarin basinda insan gelmektedir. Canlilarda bu tehditleri yok etmek
icin viicudun bir savunma mekanizmasi vardir ve bu mekanizmada ¢ok sayida enzim yer
almaktadir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu gergeklestiren GST bu enzimlerin en
onemlilerinden biridir (Hee-Joong et al, 2005).

Glutatyon S-transferaz enziminin farkli mekanizmalarla birlikte ksenobiyotikleri

metabolizmadan uzaklastirmak gibi 6nemli bir Ozellige vardir. GST enzimi
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ksenobiyotiklerin atilimin1 saglamak i¢in Once inaktif hale getirir. Elektrofilik
ksenobiyotiklerin, indirgenmis glutatyonla konjugasyonunu gergeklestirerek inaktif hale
getiriloesini saglar ve metabolizmadan uzaklastirir (Giivercin et al, 2008) GST
izoenzimleri fazlaca gen lokusundan sentezlenmis, molekil kiitlesi yaklasik 25 kDa
olarak bilinen homodimerik ve heterodimerik proteinlerdir. Alt iinitelerine ait aktif
formu, ayni olmayan iki fonksiyonel yapinin olusturdugu enzimlerdir. Bu fonksiyonel
yapilar G ve H bolgeleridir. G bolgesi fizyolojik subsrati baglar, hidrofobik yapida olan H
bolgesi ise yapr farkliligi olan elektrofilik substratlar1 baglar. Hidrofobik H boélgesinde
bulunan aminoasit sistemlerindeki farklilik GST izozim ailesinin substrat g¢esitliligine
neden olur. Canlilar istemli veya istem dist olarak ksenobiyotiklere maruz
kalabilmektedir. Glutatyon S transferazlar bu ksenobiyotiklerin  glutatyonla
konjugasyonunu saglayip toksisite orant daha az olan metabolitlere doniistiiriilmesini
saglayan faz-11 detoksifikasyon reaksiyonlarini katalizleme gorevini lstlenen enzim

ailesindendir (Armstrong 1997; Strange et al. 2001; Hayes et al. 2005).

Glutatyon S-transferaz enziminin metabolizmada ¢ok 6nemli gorevler vardir, bu enzim
ilk defa sican karacigerinde belirlenmistir (Boyland and Chasseaud 1969). GST’ler‘in
yap1, fonksiyon ve metabolik 6zelliklerinin detaylica incelenmesi i¢in sonraki siireglerde
yapilan ¢alismalarda insan, si¢an, sigir ve farelerin degisik dokularindan saflagtirmalar

gergeklestirilmistir (Hee-Joong et al, 2005).

Enzime ait formlarin ¢cogu saflagtirililmistir. Yapisal 6zellikleri incelenen bu formlarin i¢
ice gecmis substrat spesifitelerinin varoldugu kanaatine varilmistir (Pabst et al. 1973,;
Askelof et al. 1975). Enzim siniflandirilmasi yapilirken proteinin fiziksel ve yapisal
ozellikleri temel alinmigtir. Ayrica memelilerden bakterilere, bitkilerden baliklara kadar
daha bircok canlidan saflastirilan GST enzimine ait karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmis

ve kimyasal maddelerin enzim aktivitesine olan etkileri arastirilmistir.

Glutatyon S transferaz hiicre icinde antioksidan sistemlerine ait glutatyon
metabolizmasinin 6nem arz eden enzimlerinden biridir. Bu enzim ayn1 zamanda hiicre i¢i
detoksifikasyon reaksiyonlarinida Kkatalizler. Calismamizda hedeflenen amag¢ boyle
onemli gorevleri olan Glutatyon S transferaz enzimini tavuk taglik dokusundan

saflagtirmak ve karakterizayonunu gergeklestirmektir.
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Bu calismada sitozolik GST enzimi tavuk tashk dokusundan 69,17 EU/mg protein,
spesifik aktivitesi ile %85,42 verim elde edilerek 1441 kat saflastirma gergeklestirildi.
Calismada Toribo et al’mn. (1996) ve Giivercin et al’in. (2008) saflastirma yaparken
kullandiklar1 prosediir uygulanmistir. Saflastirma islemi prosediire uygun olacak sekilde
lic asamada tamamlanmistir. Birinci asama olarak homojenat hazirlanirken, ikinci
asamada amonyum siilfat ¢oktlirmesi gerceklestirilmistir. Son asamada ise glutatyon-
agaroz afinite kromatografisi uygulanmistir. Saflastirma ¢alismalarina baslarken ilk tavuk
taslik dokusu yabanci dokulardan elimine edilerek uygun homojenat hazirlandi. Sonraki
asamada amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanarak homojenatin igerisindeki proteinleri
coktlirebilmek i¢in salting out yontemi uygulandi. Bu siiregte ¢okelek ve siipernatantin
enzim aktivite Ol¢limleri gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢ékme araliginin tespiti i¢in
yapilan 6l¢timler sonucunda ¢6kme araligr %20-90 olmak {izere belirlendi. Saflagtirmanin
ticlinci asamasi1 olan glutatyon agaroz afinite kolonuna amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle

elde edilen numuneler uygulanarak GST enziminin saflagtirilmasi ger¢eklestirilmistir.

Awasthi vd (1980), gerceklestirdigi ¢alismalardan bir tanesinde GST’ye ait katyonik ve
anyonik izoformlar1 insan karacigerinden saflagtirmistir. Amonyum siilfatla
franksiyonlama aninda anyonik GST i¢in numunenin amonyum siilfat doygunlugunu
%65’ getirmistir. Sonrasinda yeni olusan anyonik GST ® ve y DEAE- seliiloz anyon
degisim kromatografisi, sephadex G200 jel filtrasyon kromotografisi ve izoelektrik
fokuslama islemleri uygulanarak birbirinden ayrilmistir. Loscalzo ve Freedman (1986),
calismalarinda insan trombositinden GST enzimini saflastirmiglardir. Saflastirma
yapilirken CM-seliiloz, afinite kromotografisi, Sephadex G-75 ve amonyum siilfat
coktlirmesi yontemleriyle yapilmistir. Arca vd (1990) saflastirmayr E.coli’den
faydalanarak gergeklestirmislerdir. Yontem olarak DEAE sephagel ve glutatyon agaroz
afinite kolonunu kullanmiglardir. Celik vd (2003), normal dogum gerceklestrien bir
hastanin plasentasindan glutatyon S-transferaz (GST-m) enzimini saflastiriken glutatyon-
agaroz affinite kolonundan faydalanmigtir. Huang et al. (2008), calisma sirasinda kedi
baliginin bagirsak mukozasindan yararlanarak GST enzimini saflastirirken yontem olarak

glutatyon sepharoz-6B afinite kolonunu kullanmislardir (Bernard et al, 2000).

Yaptigimiz GST enziminin saflastirma ¢alismasinda glutatyon-agaroz  afinite

kromatografisi yontem olarak kullanildi. Bu yontem diger yontemlere gore iki konuda
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bliylik avantaj saglamaktadir. Birincisi saflagtirma yapilirken siirenin az olmasi, ikincisi
saflagtirma  sirasinda aktivite kaybmmin minimal diizeyde olmasidir. Belirtilen

avantajlardan dolay1 bu yontem tercih edildi.

Tavuk tashigindan saflastirilan GST enzimi i¢in Bradford metoduyla kantitatif tayin
gerceklestirildi. Yapilan arastirmalarin ¢ogunda bu yontem kullanilmistir. Sebebi ise
diger yontemlere gore hassasiyetinin daha yiiksek olmasi ve ortamdaki bozucu faktorlerin
minimum diizeyde etkisinde kalmasidir. Bunun yaninda uzun zaman boyunca renk
stabilitesini koruyabilmekteyken tekrar edilme oranida yiiksek bir yontemdir (Bradford,

1976)

Tavuk taslik GST enziminin safligimi kontrol etmek magiyla SDS-PAGE islemi
gerceklestirildi ve jele ait fotografta tek bant goriintiisii belirlendi (Sekil 4.4). islem
sonucunda SDS-PAGE jelindeki tek bant goriintiisii saf enzimin elde edildigini gosterdi.
SDS-PAGE sonucu gorintiilenen fotograftan faydalanarak enzim numunesinin ve
standart proteinlerin Rf degerleri hesaplanarak bu degerlere gore logMk-Rs standart
grafiginin ¢izimi gergeklestirildi. Tavuk taglik GST enziminin alt birimlerine ait molekiil
kiitlesi elde edilen standart grafik araciligiyla yaklasik olarak 25,66 kDa olarak
hesaplandi.

Literatiirde bir¢gok kaynaktan elde edilen GST enziminin molekiil kiitlesinin
belirlenmesiyle alakali farkli ¢aligmalar yer almaktadir. Izolasyonu E.coli’den saglanan
GST enzimine ait molekiil kiitlesi yaklasik 22,5 kDa olarak belirlenmistir. (Iizuka et al,
1989). Bir diger ¢alismay1 gergeklestiren Hiratsuka et al (1990) GST enzimine ait
molekiil kiitlesini sigan karacigerinden saflastirarak 26 kDa olmak {izere elde etmislerdir.
(Barcena et al, 1997) calismalarinda Kefal baligina ait karacigerden GST enziminin
molekiil kiitlesini homodimer olarak 23 kDa bulmuslardir. Riol ve arkadaslarida
gokkusagi alabalik karacigerinden yaptiklar1 ¢alismada GST enziminin molekiil kiitlesini
saf bir sekilde homodimer olarak 23 kDa bulmuslardir(Riol et al, 2001). Yilan baligi
karacigeri iizerinden yapilan ¢alismada GST enzimine ait molekil kiitlesi 22,3 kDa
(homodimer) olarak bulunmustur (Novoa et al, 2004). Bunun yaninda Sigir
eritrositlerinden ve sigir beyninden GST enzimi saflastirilmis olup molekiil kiitleleri

sirasi ile 27 kDa (homodimer) ve 24 kDa (homodimer) olarak bildirilmistir (Young et al,
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1989; Giivercin et al, 2008). insan bobreginden saflastirilan ve molekiil kiitlesi 26,5 ile
245 kDa’na yakin farkli iki alt birimden olusan GST izoenzimlerinin oldugu da
belirlenmistir (Singh et al, 1987).

Tavuk tasgligindan saf olarak elde edilen glutatyon S-transferaz enzimine yonelik
karakterizasyon caligsmalar1 gerceklestirildi. Caligma sonunda alkali ortamda s6z konusu
reaksiyon kendiliginden yiiriidiigii i¢in enzim igin optimum pH degeri K-fosfat tamponu
icinde pH 7,5 olarak kabul edildi. Gegmis ¢alismalarda da ¢esitli bir¢ok kaynaktan
saflastirilan GST enzimine yonelik optimum pH calismalari yapilmigstir. Ornegin
E.coli’den gerceklestirilen karakterizasyon ¢aligsmalarinda GST enzimine ait optimum pH
degeri 7,0 olacak sekilde bulunmustur (lizuka et al, 1989). Karakterizasyon ¢alismalari
yapilan Monopterus albus balig1 karacigeri GST enzimine ait optimum pH degeri 7,0-7,5
olarak belirlenmistir (Huang et al, 2008). Diger bir ¢alisma olan insan kan serumu GST
enzimine ait optimum pH degeri de 5,5 olarak bulunmustur (Tiirkanoglu, 2007). Yapilan
caligma neticesinde tavuk tasligindan saflastirilmis GST enzimine ait optimum pH degeri
diger caligmalarda tespit edilen optimum pH degerlerine yakin bir deger olarak

belirlenmistir.

Bu calismada optimum sicaklig1 belirlemek amaciyla tavuk tasligindan saflastirilan GST
enzimi 0 °C-90 °C araliginda her 10 °C’ de bir enzimin aktivitesi spektrofotometre
aracilifiyla ol¢tildii. Sonug olarak optimum sicaklik Sekil 4.8°de gosterilmek tizere 40 °C
olarak bulundu. Karakterizasyon calismalari yapilan E.coli ekstraklarinda optimum
sicakligr gosteren deger 50 °C olarak belirlenmistir (Iizuka et al, 1989). Yine monopterus
albus karacigerinden saflastirilan GST enzimine ait karakterizasyon c¢alismalarindan
sonra optimum sicakligin 45 °C oldugu belirlenmistir (Huang et al, 2008). Baska bir
caligmada insana ait kan serumundan GST enzimine yonelik hesaplanan optimum
sicaklik 65 °C’olarak belirlenmistir (Tiirkanoglu, 2007). Gortldiigi gibi bu ¢alismada
elde edilen optimum sicaklik degeri E.Coli ve monopterus karaciger GST enzimi igin
elde edilen optimum sicakligina yakin bir degerdir. Ancak insan kaninda GST i¢in

hesaplanan optimum sicaklik farklidir.

Tavuk tashigindan saf olarak elde edilen GST enziminin aktivitesi igin optimum iyonik

siddet calismasi gergeklestirildi. Enzimin aktivitesinin optimum olan degeri Tris-HCI
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tamponunda 300 mM olarak bulundu. Literatiire GST enziminin optimum iyonik siddeti
(potasyum fosfat tamponunda) 2 mM olacak sekilde gegmistir (Tiirkanoglu, 2007). Tavuk
taghgindan saf olarak elde edilen GST enzimine ait optimum iyonik siddet diger
caligmalarda elde edilen optimum iyonik siddet degerinden farkli bir deger olarak

bulunmustur.

Tavuk taghgi GST enziminin stabil pH’sinin bulunmasi i¢in, optimum iyonik siddeteki
potasyum fosfat ve Tris-HCI tamponlarindan yararlanilarak enzimin gosterdigi
aktiviteler, 60 saat slireyle 12 saatte bir olacak sekilde spektrofotometrede Olgiim
gerceklestirildi. Alkali ortamda s6z konusu reaksiyon kendiliginden yiiridigi icin
enzime ait stabil pH degerinin K-fosfat i¢inde 7,0-7,5 arasinda oldugu sonucuna varildi
(Sekil 4.9). E.coli ekstraklarindan GST enzimi i¢in karakterizasyon c¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Calismalarda enzime ait stabil pH degerinin 5-11 gibi genis bir
aralikta oldugu tespit edilmistir (lizuka et al, 1989). E.Coli ekstratt GST enzimi igin elde
edilen stabil pH degeri ile benzerlik gostermektedir.

Km degeri enzim kinetiginde enzimin subsrata olan ilgisini gosterir. Yaptigimiz
calismada tavuk tashigindan saflagtirdigimiz GST enzimine ait Kv ve Vmax degerleri
tespit edilmistir. Bu degerler belirlenirken substrat olarak CDNB ve GSH subsratlari
kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda CDNB sabit konsantrasyonuyla, GSH’in 5 farkli
konsantrasyonu isleme dahil edilerek spektrofotmetre yontemiyle enzimin aktivite
degerleri Olgiildii. Sonasinda Lineveawer-Burk grafigi cizildi. Grafikten elde edilen
verilerle GSH subsrat1 i¢in Km ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.10.a., Tablo 4.7).
Ayni iglem enzime ait diger subsrat olan CDNB i¢in uygulandi. GSH sabit
konsantrasyonda iken, CDNB nin 5 farkli konsantrasyonu igin spektrofotometre
yontemtemiyle enzimin aktivite degerleri 6lgiildii. Bu degerlerle Lineveawer-Burk grafigi
cizildikten sonra grafige gére CDNB subsrati iginde Kyv ve Vmax degerleri belirlendi
(Sekil 4.10.b. Tablo 4.7). GSH substratina ait Km sabit degeri 11,1348 mM iken Vmax
degeri 0,75205 EU/mL olarak belirlendi. CDNB substrat1 icin Ky sabiti 11,4761 mM
olarak bulunmus olup, Vmax degeride 0,5837 EU/mL olarak hesaplndi (Tablo4.6).
Calisma sonucunda GST enziminin GSH substratina ilgisinin daha fazla oldugu ve daha
diisik Km sabitine sahip oldugu belirlendi. Benzer sonuglar monopterus albus baligi

karacigeri ve tilapia balig1 karacigeri i¢inde elde edilmistir (Huang et al, 2008).
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Monopterus albus karacigerinde gergeklestirilen ¢alismada GST enzimine ait
subsratlardan GSH ve CDNB i¢in K sabitleri belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla 0,20
mM, 0,28 mM iken substratlara ait Vmax degerleride sirasiyla 7,57 umol/ mg, 15,68 pmol/
mg olarak bulunmustur (Huang et al, 2008).

Glutatyon S-transferaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu igin gergeklestirilen
bir ¢alismada Tilapya (Oreochromis niloticus) baliginin karacigerinden faydalanilmistir.
Calisma neticesinde enzime ait subsratlar olan GSH ve CDNB i¢in Ky sabitleri yaklasik
0,35 mM ve 0,42 mM olarak bulundugu belirtilmistir (Hamed et al, 2004). Baska bir
calismada insan kan serumundan saflastirilan GST enzimine ait subsratlar olan CDNB
icin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 2,8 mM ve 0,43 nmol/min.mg iken GSH igin bu
degerler 4,11 mM ve 0,23 nmol/min.mg protein olmak {izere belirlenmistir (Tiirkanoglu,

2007)

Sonug olarak;

Bu caligmada glutatyon S-transferaz enzimini tavuk taslik dokusundan saflastirild.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi uygulanarak
69,17 EU/ mg protein, spesifik aktiviteyle %85,42 verimle tek basamakta 1441 kat
saflagtirtlmas1 gergeklestirildi. Enzimin saflik derecesini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE
uygulandi. Boylece tavuk tashigindan saflastirilan GST enziminin karakterizasyonuna ait
caligmalar gerceklestirildi. Bu caligmalar neticesinde olusan veriler tablo halinde asagida

0zet olarak gosterilmistir.



Tablo 6.1. Tavuk tagligt GST enzimi i¢in karakterizasyon sonuglari

Parameitreler

Sonuclar

Optimum pH

K -fosfat icinde pH: 7.5

Optimum ivonik siddet

Tris-HCI icinde; 0,3 mM

K-fosfat iginde pH: 7.0-7.5

Stabil pH

Optimum sicakhik 40°C

Alt birim molekiil kiitlesi 25,66 kDa

K gsn 11,1348 mM
Vaaxesn 0,75205 EU/mL
K cone 11,4761 mM
Varax cone 0.5837 EU/mL
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