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1. GIRIS VE AMAC

Gamma - glutamil transferaz (GGT) heterodimerik glikoprotein yapisinda membrana
bagh bir enzimdir(1,2). Bobrek, karaciger, pankreas, prostat, testis, ince bagirsak, dalak gibi
organlarda viicut stvilarmda varhig gosterilen(3,4) GGT nin amino asidlerin ve peptidlerm
transportunda, glutatyon metabolizmasmda, merkapturik asid olusumda goérev aldign
bildirilmigtir(5).

Trombositlerde GGT ile ilgili az sayida ¢ahgma bulunmaktadir. GGT aktivitesmnin
aterosklerozlu olgularm trombositlerinde azaldigi(6) ve antitrombotik bir ilag olan
defibrotidin in vivo etkisiyle bu azalmanm normale doéndiigii laboratuvarimizda tesbit
edilmigtir(7). Bu galigmada normal olgularm trombositlerinde GGT karakterizasyonuna
gidilmesi amaglanmustir. Deterjanlarla solubilizasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, gel
filtrasyon, iyon degistirici kromatografi, grup afinite kromatografi y6ntemleri ile GGT nin
saflagttrilmasi,  y-glutamil p-nitroanilid ve glisilglisin substratlann kullanlarak GGT
kinetiginin belirlenmesi, enzimin optimum pH, optimum temperatiiriin saptanmasi, L-serin-
borat kompleksi, bromkresol yesili gibi spesifik inhibit6rlerin etkisi ve enzimin trombosit
izoenzimin saptanmasi planlanmigtir. |



2. GENEL BILGILER

2.1. GAMMA-GLUTAMIL TRANSFERAZ

Gamma-ghutamil transferaz (GGT, y-GT), (5-glutamil peptid-amino asit 5-glutamil
transferaz, EC 2.3.2.2) membrana bagh bir enzimdir(1). GGT hiicrelerin plazma
membranlarmin dig yiizeyinde yer ahr(2).

2.1.1. Dokularda Dagilim:

GGT bashca yiksek sekresyon ve absorbtif kapasiteye sahip hiicrelerin
membranlarmda bulunur(3). Bobrek, pankreas, karaciger , prostat, testisler, ince bagrsak,
dalak(3,4), santral sinir sisteminde(8), trombositler(6,9), lokositler ve kemik iligi
hiicrelerinde(9) varlig: gosterilmigtir. Iskelet kast ve miyokardiyumda ise olgiilebilecek
diizeyde GGT aktivitesine rastlanmamstir. En yitksek GGT aktivitesi bobrekte bulunur.
Daha sonra sirastyla karaciger, pankreas ve ince bagirsak gelir. Bu organlarda GGT
aktivitesi 6zellikle proksimal bobrek tibiilleri, safra sisteminin ig epitel hiicreleri, hepatik
kanal, pankreatik kanallar ve ince bagirsaktaki firga kenarli hiicrelerde lokalize olmustur(3).
Fetal karaciger yetigkin karacigerinden daha fazla GGT aktivitesi igerir(10). Akciger gok
dustik diizeyde GGT aktivitesine sahiptir(4,11).



Saghkh kisilerin serumlan bobrekteki yiiksek aktivite ile kiyaslaninca eser miktarda
GGT aktivitesi igerir. GGT aktivitesi serum diginda safra(5), idrar(12), beym omurilik
sivisi(8), seminal stvi ve tiikriikte(13) bulunur.

2.1.2. GGT’nin Gorevleri
1- GGT indirgenmis glutatyonun (GSH) yikimmda rol oynar. y-glutamil artigm
gesitli amino asidlere, peptidlere veya suya transfer eder.
Glutatyon + amino asid ————— y-glutamil-aminoasid-+sisteinilglisin
Bazen akseptor glutatyonun kendiside olabilir;
2 Glutatyon ——————— y-glutamil-glutatyon+sisteinilglisin
eger akseptor su ise glutatyonun hidrolizi gergeklesir(5,14).
Glutatyon + HyO —— glutamat + sisteinilglisin
2- GGT’nin bir diger gorevide amino asidlerin hiicre igine ahnmasidir. Bu olay -
glutamil siklusu adi verilen ve glutatyonun sentez ve yikimmda igine alan siklusta
gerceklesir. Bu siklusta glutatyonun y-glutamil grubu amino asitlere transfer edilirken hiicre
igine alman y-glitamil amino asit y-glutamil siklotransferazm etkisiyle 5-oksoprolin ve
amino aside ayrilw. Hiicre igine alman amino asid tekrar kullamlmak iizere amino asid

havuzunu olugturur. Indirgenmis glutatyon y-glutamil siklusunda tekrar olugturulur ve
muhtelif intraseliiler enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak rol oynar(1,5,15,16).



¥glu- sisglj
(glutatyon)

Amino asit{aa)

¥-glutamil

transpeptidaz GSH sentetaz

¥glu glisin

/|

¥-glutamil beptidaz

siklotransferaz sis-gli

5-oksoprelin ¥glu-sis
sistein

5-oksoprolinaz ¥glu- sis sentetaz

glutamat

Sekil 1.1, y-glutamil siklusu (1)

3- Glutatyon-S-konjugatlarmdan merkapturik asid olugumu swrasmda gorevli
enzimlerden biridir. Elektrofilik merkezi olan birlegikler (ilaglar) glutatyonla kolayca
konjuge olabilirler(5).

X + Glutatyon > y-Glu-Sis-Gli

( y-Glu-Sis-Gli) GSH-S- Transferaz X
GGT Dipeptidaz
y-Glu-Sis-Gli > Sis-Gli > Sis-X
X y-glu X y-ghi

Sis-X —————— N-asetil-Sis-X(merkapturik asit)
N-asetilaz



4- Inflamasyon ve alerjik cevaplarda énemli rollere sahip biyolojik mediatorler
grubun dan biri olan 16kotrien D’nin olugumunda gérevlidir(17).

GGT
LTC4 ———— LTD4

y-glu

5- Hiicre yaglanmasi, hiicre farklilagmasi ve bir takim dokularm preneoplastik
degisiklikleri igin yararh bir marker enzim olabilir(14).

2.1.3. GGT’nin Yapist ve Izozimleri

Membrana bagh bir enzim olan GGT heterodimerik bir sialoglikoproteindir(18). GGT
iki siibiiniteden olugmugtur. Yapismda hidrofilik ve hidrofobik grublari bulundurur. Bu
nedenle amfifilik ézellik gosterir. Cesitli dokulardan elde edilen GGT molekiil agirhg ve
yiikii y6niinden farkliliklar gésterir. Karacigerden izole edilen GGT’nin molekiil agirhgmm
kullamlan metoda bagh olarak 90.000-120.000 Da arasmda degistigi gozlenmistir(3). Sigan
bébregindeki GGT nin 22.000 Da molekiil agirhgndaki hafif subunitesinin (L) enzimin
hidrofilik kismum olusturdugu hidrofobik 6zellik gosteren kismm ise 51.000 Da molekiil
agirhgmdaki agir subiinitede (H) oldufu gosterilmigti. Fnzimin katalitkk kismu hafif
subiinittedir ve enzim membrana agir subunitin N-terminal kism ile baglanmustir. Hafif
subunit agir subuniteye nonkovalan olarak baghdu(3,19). Osuji’ye (20) gore GGT amino
asidi veya peptidi hiicre igine sekil 2.2’ deki modele gére flip flop mekanizmasi ile aktarr.
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Sekil 2.2. Hiicre membranimin kargisina amino asidlerin tarnslokasyonu igin flip flop
mekanizmasinin gosterimi (20). (S ve L, kiigiik ve biiyitk subuniteleri, G,T,D harfleri ise y-
glutamil grubunun baglandigi yeri, transpeptidasyon ve diffiizyon bolgelerini
gOstermektedir.)

Safra asitleri veya Triton X-~100 gibi deterjanlarla ekstre  edildiginde GGT nin timii
solubilize edilebilirken, papain tripsin gibi proteazlar kullanildigmda hidrofobik kismm
membrana bagh kaldig: hidrofilik kismm solubilize oldugu goriliir. Boylece aktif bolge
membrana bagh kisimdan ayriir(3). GGT erkek sigan bébreklerinden papain ve Triton X-
100 ile ayrt ayn solubilize edilmis ve iki metod arasmda kiyaslama yapilmigtir. Bu ¢alismaya
gore bafif subiinitenin her iki metotda da aym1 molekiil agirhgmda oldugu gozlenmis ve hem
N terminallerinde hemde C terminallerinde aym1 amino asid kalmtilarmm bulundugu
gorilmiigtiir. Agir subunitenin her iki metodla farkly molekiil agirhigmda oldugu, C terminal
amino asid kalmtilanmm aym fakat N termmalde Tritonla solubilize edilen kismi methionin
igerirken, papainle solubilize edilen kismimn glisin igerdigi saptanmigtir. Yine her iki metotla
elde edilen GGT nin oligosakkarit zincir sayilan aragtinldigmda hafif subiinitede hem papain
hemde Tritonla 3 oligosakkarit zinciri bulunurken, agir subiinitede Tritonla 3, papain ile 2
oligosakkarit zinciri tespit edilmigtir(14).
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GGT dokulardan ekstre  edildiginde molekiil agirhgmda ve yiikiinde heterojenite
gosterir. Bir gok c¢ahigmalarda serum GGT aktivitesinin kaynagmm biiyik bolimiini
karacigerin olusturdugu diigiiniilmektedir. Bobrek, pankreas ve ince bafwsak serumdaki
normal aktivitenin gok azmi olusturur. Karaciger ve serum GGT’si aym kinetik 6zelliklere
sahiptir. Serum GGT izoenzimleri igin saglikh kisilerde 2 veya 3 bant gézlenmigtir(3).$ekil
2.3 de serum GGT izoenzimleri selilloz asetat elektroforez yontemi kullamlarak serum
proteinleri ile kargilagtrilmaktadir. Normal kigilerde o] - globulin ve o - globulin
fraksiyonlarmda iki GGT izoenzimi baz kisilerde de o]-globulin ve ap-globulin arasmda
bir igincii GGT izoenzimi bulmmustur(21). Izoenzimleri belirlemek amaciyla kagt,
nisasta gel, agaroz, scliloz asetat ve poliakrilamid gel -elektroforezi yontemleri
kullanthmugtir. Kagit ve gel iizerinde GGT bantlarm belirlemek amacryla substrat olarak, L-
y- glutamil p-nitroanilid, y-ghitamil (o veya B) naftilamid ve y- glutamil 7- amino metil
kumarin kullanilmigtic(3).

¥ £ %, % Albumin
L % ? Serum
%// é é é Proteinler
%
2 E Normal GGT
/
g Normal GGT
Katot 4 Anot
{-) Orjin (+)

Sekil 2.3. Serum proteinlerine gore kiyaslandiginda normal GGT bantlar: (21).

2.1.4. Substrat ve Inhibitorleri

y-glutamil transferaz tayininde onceleri substrat olarak serum igin o (N-y-DL-
glutamil) amino nitrit(22), dokudaki olgiimler iginde y-glutamil naftilamid
kullamlougtir(23). Ayrica N-(DL-y-glutamil)anilin ve L-y-glutamil 7-amino metil kumarinde
substrat olarak kullanidlmistir (4). Son zamanlarda substrat olarak L-y-glutamil 3 karboksi 4
nitroanilid(24), akseptér glisilglisin veya substrat L-y-glutamil p-nitroanilid, glisilglisin
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akseptdr olarak kullanilmaktadir(25). Akseptor olarak zaman zaman gesitli amino asidler ve
glutatyonda kullamimugtir. L-y-glutamil 7-amino metil kumarin de substrat olarak halen
kullamlmaktadir. Kumarin tiirevleri p-nitroanilid tiirevlerine gore daha kolay ¢oziiniirlige
sahiptir. Ozelliklede izoenzim galismalarmda kullamlmaktadir. Reaksiyon sonunda biiyiik
analitik hassasiyete sahip fluerasan iirtinler verirler(21,26).

GGT’nin inhibitérlerinden biri L-serin-borat kangmmdir. Serinin hidroksil ve amino
grublant inhibisyon igin gereklidir. GGT igin L-serin, borat varligmda, D-serinden daha
gicli bir inhibitérdiir. Muhtemelen L-serin ve borat kompleksi y-glutamil peptidler olan
normal substratlarm yapisim taklit eder ve hafif zincir iizerinde yer alan ve y-glutamil
artimm baglandig: aktif merkezle birlegir. Borat anyonuda aktif kisimdaki hidroksil grubu
ile serinin hidroksil grubu arasmda bir koprii kompleks olugturur. Kompleks stabil
olmamasma rafmen aktif merkeze yakm bir grup ile 6mefin bir geker molekili ile
kombinasyonla stabilize olabilir (27,28).

Transpeptidaz glutamin antagonistleri (L-azaserin, DON (6-diazo 5-okso norldsin)),
AT-125 (( o S,55)-a-amino 3 kloro 4,5 dihidro 5 izoksalo asetik asit) ile inkiibasyon
sonucu irreversible olarak inhibe olur. DON ve L-azaserin hidrosi-amino asid kalmtis: ile
aktif merkeze baglanirken AT-125 muhtemelen farkh bir kalmtist ile bu kisma baglanir(14).

Brom kresol yesili  enzimin agir subuniteyle iligkiye girerek enzimi inhibe eder(29).

2.1.5. Patalojik Durumlarda GGT

GGT 1963 yiinda Goldbarg ve arkadaglarmm galismalarma kadar klinik amagh kufla-
nidmamigtir(4). Bu ve benzeri ¢aligmalardan sonra klinik teshisteki énemi anlagilmigtir.
Serumdaki GGT diizeyleri baza hastaliklarda 6zellikle karaciger hastahklarmda artmaktadar.
Serum GGT diizeylerinin normale oranla az veya ¢ok artig gosterdigi durumlar;,

1- Cesitli karaciger hastaliklan (karaciger kanseri, kronik aktif hepatit, alkole bagh hepatit,
inaktif siroz, ttkanma sarihig (3,30,31,32,33,34).

2- Tlaglar (antikoagiilanlar, anal jezikler, antikonvulsanlar,alkol barbutiratlar, gb) (3,35,36,
37,38).

3- Diger hastahklar: geker hastalifi(39), hipertroidizm(40), bébrek hastaliklari(41),
norolojik hastaliklar(42), miyokardiyal infarkt(43), romatoid atrit(44), malnutrisyon(45),
menenjit(46), hiperlipidemi(47), hipertansiyon(36).
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GGT izoenzimlerinin dlgiimii, total serum GGT olgiimiinden daha gok spesifik bilgi
verecegi digiiniilerek GGT izoenzimlerinin analizi, karakterizasyonu ve purifikasyonu
tizerine yogun ¢aligmalar son on yildir siirdiiriilmektedir. Hala gesitli GGT izoenzimlerinin
klinik anlamu tizerinde farkhiliklar vardir. Tam olarak mekanizmas1 bilinmemekle birlikte
silomikronlar, kolesterol, LDL ve trigliseritlerin GGT ile kompleks olugturabildigi ve bu
kompleksin biiyiikligiiniin elektroforetik mobiliteyi etkiledigi belirtilmigtir(3).

2.2. TROMBOSITLER

Kanin gekilli elementlerinin en kiigiifii olup kemik iliginde megakaryositlerm
sitoplazmasmdan geligirler. Insan kanmda yasam siireleri 9-10 giin arasmda degigir. Alt
agamadaki canlilarda gekirdekli olup memelilerde ¢ekirdeksizdir. Mitokondri, ribozom ve
endoplazmik retikulum igerirler. DNA sentezi yoktur, ancak protein sentezi vardir.
Trombositler graniilalara sahiptirler. Dense graniilalarda ADP, ATP, Ca2™* serotonin ve o
graniilalarda spesifik proteinler ( B-Thromboglobulin, trombosit faktér 4, trompospondin,
vWF, prostaglandinler) bulunur. Lizozomal organellerden veya graniilalardan ¢ok zengin
olan bu hiicreler sekresyonun olugtugu ve fagositoz igin 6nemli olan membran ile baglantih
tiibiiler sisteme sahiptirler(48,49,50).

2.2.1. Trombosit Fonksiyonlar

Trombositler hemostaz ve trombozda gok énemli elemanlar olup dolagimda istirahat
halinde bulunurlar. Normalde dolagimda disk geklinde bulunurlar; buradan
uzaklagtirnddiginda kiiresel sekle déniigiirler(50). Yabanci bir yiizeyle temas halinde veya
aktivatorlerle aktivasyon sonucu adezyon agregasyon sekresyon fonksiyonlarmi
gergeklestirirler. Fizyolojik uyartya (kollagen, ADP, trombin) cevaben trombositler disk
seklinde sferik sekle doniigerek sekil degistirirler ve organellerinde depoladiklan bir takim
maddeleri (ADP, serotonin) ortama verirler (sekresyon). Sayet ekstraseliiler kalsiyum
iyonlart mevcut ise agrege olurlar (agregasyon). Bu cevaplar PGDy, E1, ve I ile inhibe
olur (51).
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2.2.3. Trombosit Biyokimyast

Trombositler fonksiyonlarmi gergeklestirebilmek icin metabolik enerjiye ihtiyag
duyarlar. Thtiyag duyulan metabolik enerjinin biiyiik bolimii glikoz ve glikojenin piriivat ve
laktata doniliglimiinden saglamr. Glikojen en fazla bulunan karbonhidrattr. Embden
mayerhoff yolu, heksoz monofosfat yolu trikarboksilik asit siklusu ve glikoneojenik yol
trombositlerde vardu. Anaerobik glikolizis, oksidatif fosforilasyon ve bu metabolik yollarla
iligkili enzimler trombositlerde bulunur. Glukozun biiyiik bélimi glikolizle piriivat ve laktata
déntigiirken yalmzca 1/5’1 COy ve HyO’ya doniisiir(48). Glikolizin itk kontrol basamag:
ghikozun hiicre igine transportudur. Glukozun trombositlere aktif transport ile Nat/K*
pompa sistemini kullanarak girdigi bildirilmistir(52,53). Galaktozun da trombositlere aktif
transport sistemi ile girdigi bildirilmigtir(54).

Trombositler igin heksoz monofosfat yolu enerji temin eden yol olmaktan gok
NADPH olusumunda rol oynamasmdan dolayr 6nemlidir. Bu yolun en 6nemli enzimi olan
glukoz 6-fosfat dehidrogenazin trombositlerde mitokondri veya «-graniilalarda
bulunabilecegi bildirilmigtir(55). Heksoz monofosfat yolunda elde edilen NADPH’lar yag
asidi sentezi ve glutatyonun indirgenmesi i¢gin kullanilir. Hidroperoksitler 6zelliklede HyOp
trombositler tarafindan tiketilir. Bu tiketim heksoz monofosfat yolunun daha cok
uyarilmasiyla birlikte olur. Bu uyarilma muhtemelen glutatyon peroksidaz - glutatyon
rediiktaz sistemi tarafindan hidroperoksitlerin indirgenmesi esnasmda akut NADPH
ihtiyacmdan dolay: olabilir. Trombositler hem direkt hemde indirekt olarak radikal oksijen
tipleri tarafindan etkilenir. Trombosit membran lipidlerinin, proteinlerin ve DNA’nm
oksidasyonuna neden olabilirler. Trombositlerin bu oksidasyondan korunmalan igin yeterli
indirgenmis glatatyon stogu olmahdir(56,57). ’

Trombositlerde taurin, alanin, glisin, valin, 16sin, isoldsin, treonin, serin, tirozin,
fenilalanin, histidin, arginin, glutamik asid, aspartik asid, methionin, prolin, sistin vb. amino
asidler bulunmaktadir(48). Diger hiicreler gibi amino asidler trombosit membranmdan aktif
olarak transport edilirler. Trombositlerde en az 5 grup amino asid transport sistemi
mevcuttur. Bunlar noétral, asidik, bazik, aromatik ve kiikiirt igeren amino asid sistemleridir.
Bunlara ek olarak nétral amino asidlerden 16sin, isoldsin ve valin transportunu yapan aktif
bir sistem vardur(58). Osmotik sok metodu ile muamele edilen trombositlerin gok stvismda
18sin baglayict protein ve histidin baglayic: protein aktivitesi gosterilmig ve goka ugrayan
trombositlerde amino asidt transportunun olmadif gézlenmigtir(59,60).

Trombositler yapilarinda gegitli fosfolipidleri, kolesterol ve kolesterol esterlerini, tri, di
ve monogliseritleri igerirler. Bu lipidler 6zellikle membranda lokalize durumdadir(56).



11

2.2.3. Trombosit Membran:

Trombosit membran1 orjini megakaryositlerin endoplazmik retikulumundan ahr. Bir
protein, iki lipid tabakas: igeren trombosit membran: sialik asid yoniinden zengindir ve bu
nedenle de trombosit yiizeyi negatif yiik tagir. Cevresi ruthenyum kunuzsiyla pozitif olan
ve glikoprotein ve mukopolisakkaritler agisindan zengin kalm bir  Ortiyle
cevrelenmigtir(48,51).

Segici gegirgenlik iglevi géren trombosit membram trombositlere 6zgii hiicresel
reaksiyonlarda da rol oynar ve membranda yer alan proteinler bu agidan énem tagirlar.
Memeli hiicre membranlarmmn proteinleri ikiye ayrilw: Hiicre membranmm dig plazma
yiizeyinde yer alan periferal proteinler membranm lipid biitinkiginii bozmadan ozmotik
sok gibi cesitli yontemlerle aynlabilirler. Lipid membran ile iligkili olan integral proteinler
deterjanlar ile lipid biitiinliigii bozulduktan sonra solubilize edilebilirler. integral’protemler
plazma yiiziine bakan, sitoplazmik yiize bakan ve hiicre membram boyunca uzanan
transmembran proteinler olarak 3 gruba ayrlirlar(51).

Trombosit membran proteinlerinin gogu glikoprotein yapismdadir ve bunlar trombin,
kollagen gibi trombosit aktivasyon ajanlarmmn adezyonda rol alan von Willebrandt
faktdriiniin ve trombosit agregasyonunda rol alan fibrinojenin ve trombospondinin
reseptorlerini olugtururlar. Trombosit glikoproteinleri molekiil aguhklarma goére I, I,
I0L......,.IX gibi grublara ayrilirlar. Alt grublan ise biiyiikten kiigiie dogru kiigiik harflerle Ia,
Ib, Ic gibi gosterilerek smiflandmlmgtir(54,61).

Son yillarda yapilan galigmalarda adezyon molekiilleri adt verilen molekiiller
tanimlanmuglardir. Bu molekiiller integrin, selektin ve immunglobulin benzeri siipergen
ailesidir. 1980’l ydlarda trombosit GP Ib/Ia, VLA ismi verilen lenfosit yiizeymde
adezyon proteinleri ailesi, ekstraselliiler matriksde yer alan fibronectin’e yapigan 6zgiil hiicre
yiizey reseptorlerinin temelde benzer yapisal 6zellik tagidiklan gésterilmis ve bu yapilara
mtegrin’ler ‘ad: verilmigtir. Integrinler hiicre adezyonuna yardm eden hiicre yiizey
proteinlerinin bir ailesidir, temel yap1 olarak membranda bulunurlar ve glikoprotein
yapismda olup iki subiiniteden (c,3) olugmuglardir. Trombosit glikoproteinleri buna gore
isimlendirildiklerinde 6rnegin glikoprotein Ic/Ila VLA5 veya a5,31 (fibronectin reseptér),
glikoprotein Ia/lla VLA veya ap,8] (kollagen reseptor) gibi adlandmimuglardir.
Selektinler olarak bilinen ikinci grup adezyon molekiillerinden trombosit ve endotel
hiicrelerinin yiizeylerinde yer alan P-selectin trombin aktivasyonu sonrasmda endotel
hiicresinde nétrofiller ve monositlerin yapigmalarmi saglamaktadir. Immunglobulin benzeri
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siipergen ailesinden olan PECAM Platelet/endothelial cell adhesion molecule) da trombosit
adezyon molekiillerindendir (62,63,64).

2.2.4. Trombosit GGT’si

Trombosit membran1 ve sitoskelet proteinin SH gruplart oksidasyondan glutatyon
tarafindan korunur(65). Glutatyon trombosit agregasyonu esnasinda aragidonik asit oksidatif
metabolizmasmda baghca rol oynar. Lipoksijenaz yolunda peroksidaz aktivitesi glutatyona
baghdir(66). Glutatyon metabolizmasmda gorevli 6nemli enzimlerden biri olan GGT
trombosit membranmda yer almaktadir(6,9). Trombosit GGT’sinin LTC4%n LTDy4’e
déniigiimiinde rol oynadig bildirilmektedir(67).
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. KULLANILAN MALZEMELER
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Bovin serum albumin, bromkresol yesili, Con A sepharose 4B, EDTA, glisilglisin, y-
glutamil p-nitroanilid (GpNA) metil a-D-mannopiranosid, naftiletilendiamin dihidrokloriir,
L-serin, Triton X-100 ve elektroforez maddeleri (akrilamid, BIS (N,N’-metilen
bisakrilamid), TEMED (N, N, N’, N’-tetrametil etilen diamin), MET (merkaptoetanol),
BFB (bromfenol mavisi), APS (amonyum persiilfat), coomassie parlak mavisi) Sigma’dan,
borat Riedel’den, sephadex G-200 Pharmacia’dan, DEAE seliilloz (DE-52) Whatman’dan,
Adrenalin Albio’dan periyodik asit ve fuksin Merck firmasindan temin edilmigtir.

Diger kullamlan kimyasal maddeler Merck firmasmmn amaca uygun saflikta
maddeleridir.

3.1.2. Kullanian Aletler

Analitik Santrifiij (Beckman Model J.21B, Rotor no:J20)
Klinik Santrifiij (Heraeus, Labofuge 200)
pH Metre (Orion research, ionanalyzer/Model 407A)
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Faz kontrast Mikroskop (Olympus)

Fotometre (Boehringer Manheim, photometer 4010)
Liyofilizator (Leybold Heraeus, Lyovac GT2)
Magnetik kangtiric1 (Heidolph)

Homojenizatér (Janke-kunkel, Tka-Werk RW 14 H)
Spektrofotometre {Schimadzu spektrofotometer UV-120-02)
UV Kabin (Aymes)

Elektroforez sistemi (El yapim1)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Pharmacia)

Etiiv (Heraeus)

Agregometre (Chrono-log, Lumi-Aggregometer)
Kromatografi kolonlari (Pharmacia ve el yapimi)

3.2. METODLAR

3.2.1. Trombositlerin Eldesi

Caligmamizda kullanilan olgular yaglari 20-30 arasmda degisen, klinik laboratuvar
bulgular1 normal ve herhangi bir ilag kullanmayan kigilerden se¢ildi. Baglangigta normal 20
olguyla gahgildi ve trombosit GGT diizeyi ortalama: 40.0%7.3 mU/ 109 trombosit olarak
belirlendi. Bu kigiler arasmdan segilen 7 saglikh kiginin kan o6meklerinden elde edilen
trombositler kinetik gahgmalarda kullamldi.

Saghkh 7 kigiden 20 ml kan 1:9 orammnda 0.077 mol/L. EDTA ile ahnip oda 1sismda 20
dakika bekletildi. 5 dakika 1500 rpm’de (klinik santrifiijde) santrifiij edilerek trombositten
zengin plazma (PRP) ayrldi PRP plastik tiplerde 10.000 rpm’de 15 dakika (analitik
santrifiijde) santrifiij edildi. Trombosit pelletleri PRP hacminin iki misli kadar Tris-NaCl-
EDTA (0.013 mol/L Trishidroksimetil amimometan + 0.12 mol/L NaCl + 0.005 mol/L
EDTA, pH 7.4) tamponu ile yikandi ve trombosit pelletleri biraraya getirilip 3 kere daha
yikandi ve 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Aym tamponda siispansiyon yapilarak
Brecher Cronkite (68) yontemi ile trombosit saymm yapilip mm3°de 500.000 trombosit
olacak gekilde distile suyla siispansiyon yapildi ve 4 kez dondurulup eritildi. 10.000 rpm’de
15 dakika santrifiij edildi. Cokelti %1 Triton X-100 ile siirekli kangtirilarak 16 saat +4 C
de muamele edilerek solubilizasyon islemine tabi tutuldu. 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilip iist fazda GGT aktivitesine bakildi
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3.2.2. GGT Aktivitesi Tayini

GGT aktivitesi tayini Szasz’m (25) metoduna gore yapilds. Substrat olarak y-glutamil
p-nitroanilid akseptér olarak glisilglisin kullanddi. 4mmol/L y-glutamil p-nitroanilid, 1 ml 57
mmol/L hidroklorik asitdé ¢oziildii. Aym hacimde glisilglisin (40 mmol/L) Tris (185
mmol/L) igeren tampohla kangtinildi. Kartgtmm son pH’st 8.2°ye ayarlandi. Bu ¢ozeltinin
oda 1sismda 8 saat dayanikh oldugu tespit edildi. GGT tayini igin 100 pl drnek tizerine 1 ml
hazirlanan gézeltiden ilave edildi. 37°C de 405 mm’de 1., 2., 3. dakikalarda okunan
absorbanslar arasit farkm (AA) zamana boliinmesi ile GGT aktivitesi agagidaki formiille
hesaplandi (p-nitroanilinin mikromolar ekstinksiyon katsaysi: 0.0099).

AA / dakika Total Hacim(1.1 ml)
X = AA /dakika x 1111 = GGT U/L

Absorbtivite( 0.0099) Omek Hacmi(0.1 ml)

3.2.3. Adrenalinle Uparilan Trombosit sekresyonunun GGT Aktivitesi Uzerine Etkisi

Biri 23 digeri 40 yaglaninda iki kigi ile yapilan bu gahgmada 1:9 orammnda sitrath
kanlardan elde edilen PRP kullamldi. 5 pg/ml konsantrasyon adrenalinin agregasyon igin
yeterli konsantrasyon oldugu goriildii. Elde edilen PRP’nin bir kismmda PPP elde edildi.
1.8 ml PRP’ye son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde 200 pl Adrenalin ilave edildi.
Kontrol olarak da 1.8 ml PRP iizerine 200 pl serum fizyolojik ilave edildi. 37°C de 15
dakika inkiibasyonu takiben trombositler 10.000 rpm’de 15 dakika santnﬁiJ edildi. Ust
kistmda ve PPP’de GGT aktivitesi tayin edildi. Trombosit Pelleti 3 kez Tris-NaCl tamponu
ile yikandi ve trombosit miktann mm3 de 250.000 trombosit olacak gekilde distile suda
siispansiyon yapildi 4 kez dondurulup eritildi ve 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilip
16 saat + 4°C de kangtinlarak bekletildi ve bu kistmda GGT aktivitesi 3.2.2 de oldugu gibi
tayin edildi
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3.2.4. Trombositlerden GGT Eldesi ve Saflastiriimasi(29)

Saglikl bir kigiden ahnan 200 ml EDTA’ 11 kandan elde edilen trombositler Triton X-
100 ile muamele edilerek solubilize edildikten sonra Tritonlu kistm GGT’nin saflagtirilmast
igin kullamldi. Tritonlu kisim % 90 kesitli (NH4),SO4 presipitasyonuna tabi tutuldu. 10.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek elde edilen ¢okelti ¢oziinebildigi en az hacimde 10
mmol/L Tris-HC] tamponunda ¢6ziildii. Aymi tampona karsi 24 saat dializ uyguland:
Protein miktar1 ve GGT aktivitesi tayinleri yapildi. Burdan elde edilen 6mmek gel filtrasyona
tatbik edildi. Bu amagla sephadex G-200 bir giin 6nceden islatilarak sigirildi. Kolona
homojen olarak dékiildii. Kolondan (0.9x23cm) 3 kolon hacmi kadar % 0.2 Triton X-100
igeren 10 mmoVl/L. Tris-HCI tamponu (pH: 8.3) gegirilerek kolonun dengelenmesi sagland:
%0.1 “Blue dextran” gegirilerek bogluk (“void™) hacmi hesaplandi. Kolon hacmi 4ml, blue
dextran ise 5-9 ml’de ¢ikti. 1,5 ml 6mek kolona tatbik edildi ve aym tampon gegirilerek 1.2
ml'lik fraksiyonlar toplandi Akig hizs 12 ml/saat idi. Toplanan fraksiyonlarda Lowry
yontemi (69) ile protein tayini ve GGT aktivitesi tayini yapildi. Fraksiyonlarm 280 nm dalga
boyundaki absorbsiyonlar okundu.

Sephadex G-200’den elde edilen ve GGT aktivitesi belirlenen fraksiyonlar biraraya
getirilerek 14 saat liyofilize edildi. Liyofilize edilen kisimda GGT aktivitesi ve protein
miktan tayin edildi. Buradan elde edilen kissm DEAE- seliiloz (DE-52) iyon degistiriciye
tatbik edildi DEAE seliloz hazir halde oldugundan direkt kolona doékiildi. Kolona
(0.6x8cm) 10 mmol/L Tris-HCI (PH 8.3) (75mmol/L NaCl ve %0.2 Triton X-100 igeren)
tamponu ile yikandi ve dengelendi 1 ml 6mek tatbik edildi. Aym tamponla iyon
degistiriciye baglanmayan proteinler ortamdan tamamen uzaklagtinldiktan sonra 75 mmol/L
NaCl, %0.2 Triton X-~100 ihtiva eden 10 mmol/L Tris-HCI (pH: 8.3) ile 0.5 mol/LL NaCl,
10 mmol/L. MgCly, 10 mmol/LL CaCly ve % 0.2 Triton X-100 ihtiva eden 10 mmol /L Tris-
HCI tamponlan kullanilarak 75 mmol/L-0.5 mol/L lineer NaCl tuz gradienti saglayacak
sekilde tampon gegirildi. 1 ml’lik fraksiyonlar toplandi Aktivite bulunan fraksiyonlar
biraraya topland1 ve 24 saat 10 mmol/L Tris-HCl tamponu (%0.2 Triton X-100 igeren) ile
dialize tabi tutuldu. Dializ sonras: elde edilen kisim 14 saat liyofilize edildi. Tekrar GGT ve
protein tayini yapidi. DE-52’den elde edilen kistm Grup afinite kromatografisine tatbik
edildi. Bu amagla Con A Sepharose 4 B kullamildi. Con A Sepharose 4 B 0.5 mol/L NaCl,
10 mmol/L MgCly, 10 mmol/L CaCly ve %0.2 Triton X-100 igeren 10 mmol/L Tris-HCl
(pH: 8.3) tampon ile iyice yikandiktan sonra 5 ml Con A Sepharose 4 B 0.8 ml DE-52’den
elde edilen fraksiyon ile arasira kanstilarak 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakildy
Inkiibasyondan sonra kolona dékiildii (0.9x5cm) ve ayn1 tamponla (30 ml) dengelendi. Bu
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sekilde Con A sepharose 4 B’ye baglanmayan proteinler ortamdan tamamen uzaklagtirilda,
Daha sonra aym tampona 0.3 mol/L metil a-D-mannopiranosid ilave edildi ve bu tampon
kolondan gegirildi. 0.8 ml fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyonlarda protein miktan ve
GGT aktivitesi tayin edildi. Aktivite bulunan fraksiyonlar biraraya toplanarak 24 saat dializ
ve 14 saat liyofilizasyondan sonra tekrar GGT aktivitesi 6l¢iildi.

3.2.5. Kobay Karaciger ve Bébreginden GGT’nin Kismi Saflastiriimasy(29)

Kobay’dan alman 1.8 g bobrek ve 3.98 g karacigerle gahigildi. Dokular 0.1 mmol/L
Tris-HCl tamponu (pH: 7.4) ile homojenize edildi 10.000 rpm’de santrifiij edildi
Homojenat aymt tampon ile iki kez yikandi. % 1 Triton X-100 ile 16 saat solubilize edilen
dokular 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tritonla solubilize edilen kisim 3.2.4.’de
oldugu gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, dializ ve sephadex G-200 yoéntemleri ile kismi
olarak saflastirildi.

3.2.6. Elektrofez Yontemleri
R

Poliakrilamid gel elektroforezi: Saflagtuma g¢aligmalarmm her kademesinde Davis
poliakrilamid gel elektroforezi (Davis PAGE) (70) uygulands.

Kullanilan Cozeltiler:

1- Ayirma geli igin (% 7.5 geller kullanild:)
20 ml i¢in madde Soliisyonlarmn

Soliisyon Madde miktarn kangmn oram
A Akrilamid 6g
Bis-akrilamid 0.18 g 1
B (pH:9) 1N HC1 4.8 ml
Tris 363 g

TEMED 0.06 ml : 1



18

C APS 0.072 g
(taze hazirianir)

2- Konsantrasyon geli

D Akrilamid g
Bis-akrilamid 0.18g
E (pH:7.5) 1 NH3 POy 2.56 ml
Tris 0.57g
TEMED 0.02 ml
F Riboflavin 0.4 mg
Sukroz 8¢g

3- Marker Cozeltisi

Tris 2.85g

INH3PO4 12.8ml

Sukroz 20g

BFB 2 g 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

4- Anod Cozeltisi
Tris 12.1g
1 N HC1 50 ml distile su ile 1 litreye tamamlanir (pH:8.1).

5- Katod Cozeltisi
Tris 632¢g
Glisin 3.94 g distile su ile 1 litreye tamamlamr (pH:8.7).

6- Boyama Cozeltisi
Commassie Brillant Blue R 250  0.625 g
Metanol 113.5ml
Asetik asid 23 ml
Distile su 113.5ml
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7- Boya gikarma ¢ozeltisi

Metanol 50 mi
Asetik asid 75 ml
Distile su 875 ml

Gellerin bazirlanmasi; 0.5 cm ¢apmda ve 10 cm uzunlugunda gel tiipleri kullanild.
Gel tiipleri tizerinde 7 cm igaretlendi. Tiplerin alti parafilm ile kapatldi TEMED
konulmadan belirtilen oranlarda hazirlanan ayirma gelinin liyofilize aletinde havasi alndi.
Uzerine TEMED ilave edilip kanstirild1 ve tiiplere yavasca dokiildi. Gellerin tizerine 2-3
mm yiiksekliginde distile su yayildi. Geller polimerlestikten sonra iizerlerindeki su emici bir
kagitla kurulandi. Hazirlanan konsantrasyon geli ayirma geli iizerine 1 cm yiiksekliginde
dokiildii. Yine konsantrasyon geli tizerine 2-3 mm yiiksekliginde distile su yayild1 ve tiipler
UV lambanm altma yerlestirildi. Fotopolimerizasyon olaymin tamamlandigi gel ile su
arasmda olusan ince gizgiden anlagldi. 50 pl marker soliisyonu, 50 ul 6rmek soliisyonu ilave
edilerek hazirlanan protokol sivilarmdan gellerin {izerine gel bagma 50 pl uygulandr. Ust
kaba katod soliisyonu dikkatli bir gekilde konuldu. Alt kaba onad sivisi kondu. Dogru akim
glic kaynagmm, alt kap pozitif, iist kap negatif uglarma baglandi. Gel bagma 2 mA akim
uygulandi. Protokol sivis1 konsantrasyon gelini gegtikten sonra, akim -gel bagma 4 mA’e
¢ikarildi. Marker ¢izgisi tiipiin bitimine 1 cm kalan seviyeye geldiginde akim kesildi. Sonra
geller tiplerden gikarildi. Geller deney tiiplerine almdi ve gelleri 6rtecek yiikseklikte
boyama ¢ozeltisi konulup bu ¢ozeltide 30 dakika bekletildi. Sonra boya gikarma
soliisyonunda boyalan ¢ikarildi. %7.5’Tuk asetik asid ¢6zeltisi konulmug kapali tiiplerde (+ 4°
C de) sakland

3.2.7. GGT Izoenzimlerinin Saptanmas:

GGT nin trombositlerde bulunan izoenzimini belirlemek ve serum GGT izoenzimleri
ile kargilagtrmak amactyla trombositlerden Triton X-100 ile elde edilen ve saflagtirilan
GGT, serum Ormegi ve kobay karaciger ve bobreginden kismi olarak saflagtimlan GGT
omekleri Davis-PAGE uygulandiktan sonra asagida belirtilen GGT’ye 6zel reaksiyonla
boyandi. Bu gekilde yalnizca GGT bantlarmm bulundugu kisimlar gel iizerinde belirlendi.

Geller iizerinde GGT nin Belirlenmesi (71): Elektroforez’den hemen sonra akrilamid
geller 0.2 mol/lL Tris-HCl (pH:8.3), 4mmol/L y-glutamil p-nitroanilid, 80 mmol/L




20

glisilglisin, %0.1 sodyum nitrit ve %0.4 naftiletilendiamin dihidrokloriir igeren staining
gozeltisinde 370C*de 1 saat bekletildi. Inkiibasyondan sonra geller 0.05 mol/L. Tris-HCl
(pH:8.5) ile iki kez yikandi Yikama iglemini takiben 0.38 mol/LL TCA (soguk) geller
iizerine ilave edildi. TCA ilavesinden sonra 10 dakika i¢inde enzimin bulundugu bélgelerde
pembe bantlar olustu. Geller distile suda kapal tiiplerde sakland1.

Glikoprotein Boyama Yoéntemi(72 ):Trombositlerden saflagirma sonucu elde edilen
GGT, serum Omegi ve kobay karaciger ve bobreginden elde edilen GGT igeren kisim
poliakrilamid gel elektroforezini takiben glikoprotein boyasi ile boyandu

Kullamlan gozeltiler:

1- %12.5 trikloroasetik asid (TCA) ¢ozeltisi

2- %3 asetik asid ile hazirlanmig %1 periyodik asid

3- %0.5 sodyum metabisiilfit ¢ozeltisi

4- Schiff Boyast ; 2 g fuksin 400 ml kaynar suda ¢oziildii. Sogutulup siiziildi ve iizerine 10
ml 2 N HCl ile 4 g sodyum metabisiilfit ilave edildi. Kangtinlip 1 gece karanlhkta bekletildi.
1 g aktif kémiir konup ¢alkaland: ve siiziildii. Uzerine siizgeg kagidi pembeye boyanmcaya
kadar 1IN HCI eklendi. Cozelti renksiz olmalidir pembe oldugu zaman bozulmug demektir.
Boya buzdolabinda karanhkta sakland:.

PAGE igleminden sonra geller %12.5 TCA iginde 30 dakika tutuldu. 15 saniye suda
calkalanip %1 periyodik asid ¢ozeltisi iginde 50 dakika tutuldu. Sonra distile su ile
kanigtirarak ve 5-6 kez suyu degistirilerek 1 gece yikandi. Geller karanlikta Schiff boyast
iginde 50 dakika tutuldu ve %0.5’lik sodyum metabisiilfit ile her biri 10 dakika olmak iizere
3 kere (toplam 30 dakika) yikandi Boya tamamiyla ¢ikmcaya kadar suyunu sk sik
degistirerek bir gece yikandi. Geller distile su iginde saklandi

3.2.8. Trombosit GGT’si ile Kinetik ¢alismalar

Bu gahgmalar igin 7 saglikh kiginin trombositlerinden Triton X-100 solubilizasyonu
sonucu elde edilen fraksiyonlar kullamldi. Her kiginin trombosit GGT aktivitesi énceden
belirlendi.
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Substrat y-glutamil p-nitroanilid icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi; Bu
amagcla y-glutamil p-nitroanilidin 0.05-20 mmol/L. arasmda degisen konsantrasyonlarmda
trombosit GGT aktivitesi tayin edildi. Glisilglisin konsantrasyonu 40 mmol/L, pH:8.2,
temperatiir 37°C olacak sekilde sabit tutuldu.

Akseptor glisilglisin_igin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi: Substrat
konsantrasyonu 4 mmol/L ve diger sartlar sabit tutularak glisilglisinin 1-100mmol/L. degigen

konsantrasyonlarinda trombosit GGT aktivitesi 6lgiildii.

Optimum pH’nmn belirlenmesi; Trombosit GGT’sinin optimum pH’smm belirlemek
i¢cin y-glutamil p-nitroanilid 4 mmol/L, glisilglisin 40 mmol/L, tempefatiir 37°C olacak
sekilde tim sartlar sabit tutuldu. pH:5.8-9.0 arasmda degisen pH’larda tamponlar
hazirlanarak bu tamponlarla gahgmalar yapildi pH:5.8-7.2 arasmda 0.2 mol/L fosfat
tamponu, pH:7.8-9 arasmmda 0.1 mol/L Tris-HCl tamponu kullanildi Segilen pH’larda
trombosit GGT aktivitesi 6lgiildii.

Optimum temperatiiriin belirlenmesi ve termal stabilite galigmalan: Optimum tempera-

tiriiniin belirlenmesi igin difer tiim sartlar sabit tutularak 20°C-56°C arasmda degigen
temperatiirlerde 10 dakika inkiibasyonu takiben aym temperatirde GGT aktivitesi olgiildii.
Ayrica ayni temperatiirlerde 1 dakika inkiibasyonla da GGT aktivitesine de bakild.

Enzimin termal stabilitesini gormek amaciyla belli bir 1sida degigen zaman
periyodlarmda segilen 1styla nkiibasyon sonucu zamana bagh olarak GGT aktivitesinin
degisimi saptandi. Termal stabilite gabgmas: igin 56°C de ¢ahgildi1-30 dakika arasmda
degisen inkiibasyon zamanlarmda GGT aktivitesi 6lgiildii.

Inhibitér Cahismalan; Borat varhigmda L-serin (28) ve bromkresol yesili (29) enzimin
inhibitorleridir. Trombosit GGT’si iizerine bu inhibitdrlerinin etkisi incelendi. Borat
varhgmnda L-serin ile inhibisyon g¢algmasinda; substrat y-ghitamil p-nitroanilid
konsantrasyonu 4 mmol/L, glisilglisin 40 mmol/L, pH:8.2 olarak sabit tutuldu ve galigmalar
37°Cde yapildi. 10 mmol/L borat varhgmda L-serinin 0.25-5mmol/L arasmda degisen
konsantrasyonlarmda 1 dakika inkiibasyonu takiben GGT aktivitesi belirlenerek % nispi
aktivite hesapland1.

Inhibisyon tipini belirlemek igin de y-glutamil p-nitoanilidin2-10mmol/L. konsantras-
yonlarmda ve 10 mmol/L borat varligmda, L-serin 0.1 mmol/L, 0.5 mmol/L, 1.25 mmol/L,
2.5 mmol/L, 5 mmol/L konsantrasyonlarinda ilave edilip 1 dakika inkiibasyon sonrast GGT
aktiviteleri 6lgiildid. Inhibitérin K;’sini bulmak igin diger tim sartlar sabit tutularak 10
mmol/L borat varhigmnda L-serin’in 0.05-2 mmol/L konsantrasyonlarmda ¢ahgildi. Substrat
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y-glutamil p-nitroanilid 4 mmol/L. ve 8 mmol/L konsantrasyonlarmda ortama ilave edilerek
iki degisik substrat konsantrasyonu i¢inde degigen konsantrasyonlarda inhibitér varhgmda
GGT aktivitesi tayin edilip Dixon grafigi(73) kullandarak K; hesaplandi.

Brom kresol yesili ile inhibisyon; bromkresol yesilinin 0.005-0.1 mmol/L. konsan-
trasyonlarmda diger tiim sartlar sabit tutularak inhibitoriin trombosit GGT sinin inhibe etme
oram belirlendi. Inhibisyon tipinin tayini iginde y-glutamil p-nitroanilidin 2-10 mmol/L
konsantrasyonlarmda bromkresol yesili 0.005 mmol/L, 0.01 mmol/L, 0.05 mmol/L konsan-
trasyonlarda olacak gekilde ortama ilave edildi ve 1 dakika inkiibasyonu takiben GGT
aktivitesi 6lgiildi.

Enzimin_transfer reaksivon mekanizmasinm aydmlatilmasi; Substrat y-glutamil p-
nitroanilid kullanilarak trombosit GGT’sinin transfer reaksiyonu mekanizma tipinin
belirlenmesi amaciyla substratm ii¢ degisik konsantrasyonunda (4 mmol/L, 6 mmol/L, 8
mmol/L) akseptér glisilglisin 10-100 mmol/L. konsantrasyonlarinda ortama ilave edilerek
trombosit GGT aktivitesi belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Adrenalinle Uyarilan Trombosit Sekresyonunun GGT Aktivitesi Uzerine Etkisi

Iki kisiden alman kanlarla yapilan bu galismada PRP’ye 5 pg/ml adrenalin ilave
edilerek (son konsantrasyon 0.5 pg/ml) trombositler sekresyona ugratiltiktan sonra PRP de
ve trombosit pelletinin Triton X-100 ile solubilizasyonu ile elde edilen kisimda GGT
aktivitesinde bir farkhlik olmadig1 , adrenalinle uyarilan trombositlerde GGT' nin sekresyona
ugramadigy gozlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. GGT aktivitesine adrenalinle sekresyonun etkisi

Olgu No | PRP+SF | PRP+Adrenalin | Trombosit+ SF Trombosit+Adrenalin
(U/L) (UML) (mU/109 Tr.) (mU/10° Tr.)
1AY. 2 2 37 37
28.C. 7 7 16 16

4.2. Trombosit GGT'sinin Saflagtrnimas:

Normal bir kigiden alman 200 ml kandan ayrilan trombositlerin %1 Triton X-100 ile
solubilizasyonunu takiben %90 kesitli (NH4);SOy4 ile ¢oktiiriilen protein fraksiyonunun
sephadex G-200 kolon kromatografisi, DEAE-seliloz (DE-52) iyon degistirici
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kromatografisi, Con A sepharose 4B ile grup afinite kromatografisi, liyofilizasyon ve dializ
yontemleri kullamlarak GGT saflagtinildi. Her agamada protein miktart ve GGT aktivitesi
olgtildi. (NH4)»S04 ¢oktiirmesi ile elde edilen protemler dializ sonrast sephadex G-200
kolon kromatografisine tatbik edildiginde protein pikine tekabiil eden tiplerde GGT
aktivitesi gorildi(Sekil 4.1). Yiiksek GGT aktivitesi goriilen fraksiyonlar (6, 7, 8, 9)
biraraya getirildi. Liyofilizasyonu takiben bu protein havuzu DEAE seliloz kolon
kromatografisine uygulandi. DEAE seliiloz kolon kromatografisinden 0.075 mol/L - 0.5
mol/L arasinda lineer NaCl gradienti uygulanarak elde edilen kromatogram sekil 4.2 de
gorilmektedir. Yaklagik olarak 0.2 mol/L NaCl konsantrasyonunda GGT'nin eliie olmaya
basladigy gozlendi. GGT aktivitesi igeren 43-48 nolu fraksiyonlar biraraya toplanarak dializ
ve liyofilizasyona tabi tutulup Con A sepharose 4B grup afinite kromatografisine tatbi
tutuldu. Grup afinitede tek bir protein piki olarak 6, 7, 8, 9,10 nolu fraksiyonlarda GGT
aktivitesi tesbit edildi (Sekil 4.3).

Tablo 4.2'de saflagtirma kademelerinin her basamagmda elde edilen protein miktarlar,
GGT aktiviteleri, spesifik aktiviteler, % iiriin ve saflagtrma katsayilan goriilmektedir.
Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonucu spesifik aktivite 1.35 kere artarken, Sephadex G-200
ile 2.18, DE-52 anyon degistirici ile 3.76 kere arttif1 goriildd. Con A sepharose 4B ile
spesifik aktivite Triton X-100 ile solubilize edilen kisma oranla 10.23 kez daha saf olarak
elde edildi.

Tablo 4.2. Trombosit GGT'sinin saflastirimast

Saflagtirma Protein GGT Spesifik aktivite | % triin | Saflagtirma
basamaklan mg/ml mU/ml mU/mg protein katsayist
Triton X-100 ile 2.180 65.0 23.3 100 1.00
solubilizasyon
(NH4),S04 ile 1.470 46.0 31.29 70.76 1.35
¢Oktiirme
Sephadex-G200 0.813 41.0 50.43 63.07 2.18
kolon kromatografi
DE-52 anyon degis 0218 19.0 87.15 | 2923 3.76
tirici kromatografi
Con A sepharose 4B 0.030 7.1 236.66 10.93 10.23
(afinite kromatografi)
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Sekil 4.1. Triton X-100 ile solubile edilmis, %90 kesitli amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmilg
trombosit protein fraksiyonunun Sephadex G-200 kolon kromatografisi ( kolon ebati:
0.9x23 cm, akis hizi: 20mi/saat, denge ve eliisyon tamponu: %0.2 Triton X-100 iceren
10mmol/L Tris-HCI ).
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Sekil 4.2. Sephadex G-200 kolon kromatografisinden elde edilen GGT aktiviteli protein
havuzunun DEAE-seliiloz (DE-52) kolon kromatografisi ( kolon ebati: 0.6x8 cm, akis hizi:
60 mi/saat, denge tampomu: 75mmol/L NaCl, %0.2 Triton X-100 ihtiva eden 10 mmol/L
Tris-HCI (pH8.3), eliisyon tamponu: denge tamponu ile 0.5mol/L NaCl, 10 mmol/L CaCl5,
10 mmol/L MgCly % 0.2 Triton X-100 igeren 10 mmol/L Tris HCI arasinda lineer

gradient. Ok isareti gradientin bagladig noktay: géstermektedir.)

[Protein] mg/iml (e—s)
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Sekil 4.3. Con A sepharose 4B kolon kromatografisi kromatogrami (kolon ebati: 0.9x5 cm,
denge tamponu: 0.5mol/L NaCl, 10mmol/L MgCly 10mmol/L CaCl3 ve %0.2 Triton X-100

intiva eden 10 mmol/L Tris-HC! (pH 8.3), eliisyon tamponu: denge tamporu + 0.3 mol/L
metilo-D-nannopiranosid ).
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4.3. Elektroforez Calismalar

Trombosit GGT'sinin  saflastirma kademelerindeki Davis PAGE gelleri Resim 4.1 de
goriilmektedir. Triton X-100 ile solubilize edilen kisimda 6 protein bandi, sephadex G-200
kolon kromatografisinden elde edilen GGT aktivitesi goriilen fraksiyon havuzunda 4
protein bandi goriiliitken, DE-52 kolon kromatografisi sonucu GGT aktivitesi goriilen
fraksiyon havuzunda 3 protein bandi, Con A sepharose 4B afinite kromatografisinden elde
edilen havuzda ise bir protein band: goriildii.

A B (& D

Resim 4.1. Trombosit GGT'nin saflagtirma kademelerinin Davis PAGE (% 7.5) gelleri

A- Triton X-100 ile solubilize edilen protein fraksiyonu
B- Sephadex G-200 kolon kromatografisinden elde edilen GGT aktiviteli protein
havuzu
C- DE-52 anyon degistirici kolon kromatografisinden elde edilen GGT aktiviteli
protein havuzu
D- Con A sepharose 4B afinite kromatografisinden elde edilen GGT aktiviteli
protein havuzu
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4.4. GGT Izoenzimleri

Serumdaki GGT izoenzimlerini ve trombositlerde bulunan GGT'nin izoenzim tipini
belirlemek amaciyla serum ve trombosit GGT'si ile kobay karaciger ve bobreginden kismi
saflasirma sonucu elde edilen GGT %7.5 poliakrilamid gel elektroforezini takiben yalmz
GGT'nin bulundugu kisimlar belirgin hale gelecek sekilde boyandi. Resim 4.2 de goriildiigi
gibi trombositlerde tek bir GGT bandi gozlendi. Kobay karaciger ve bobregi ile yaptigimiz
calismada, GGT Triton X-100, (NH4)2SO4 ¢oktiiriilmesi ve sephadex G-200 kolon
kromatografisi yontemleri ile saflagtrildi. Bu yontemle bobrek GGT'si Tritonlu kisma
oranla 3 kez, karaciger GGT'si 2.2 kez saflagtinldi. Kismi saflagtinlan karaciger ve bobrek
GGT'leri poliakrilamid gel elekroforezine uygulandi Geller iizerinde GGT bantlan
naftiletilen diamin, sodyum nitrit ve TCA ile belirgin hale getirildiginde hem karaciger hem
de bobrekte bir GGT bandi gézlendi. Karaciger GGT'sinin bobrekteki enzime oranla daha
fazla elektroforetik mobiliteye sahip oldugu saptandi. Serumda ise dort zayif GGT bandi
(21-GGT, 0p-GGT , B-GGT, y-GGT) belirlendi(Resim 4.2).

A B @ D

Resim 4.2. Poliakrilamid geller (%7.5) iizerinde GGT bantlar
A- Insan trombositlerinden saflagtirilan GGT
B- Serum GGT izoenzimleri
C- Kobay karacigerinden kismi saflagtirian GGT
D- Kobay bobreginden kismi saflagtirilan GGT
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Serum, insan trombositlerinden Triton X-100 ile solubilize edilip saflagtrlan GGT,
kobay karaciger ve bobreginden kismi olarak saflastmlan GGT poliakrilamid gel
elektroforezini takiben glikoprotein boyastyla boyandi. Glikoproteinlerin bulundugu bélgeler
belirlendi. Trombositlerden Triton X-100 ile solubilizasyonu ve saflagtirma gahigmalar
sonucu elde edilen kisimda bir glikoprotein bandim bulundugu gézlendi(Resim 4.3). Bu
glikoprotein bandmn GGT'nin bulundugu kisma tekabiil etmektedir. Aym sekilde kobay
karaciger ve bobreginden elde edilen 6rneklerde de gellerde GGT'nin bulundugu bolgelere
tekabiil eden yerlerde tek glikoprotein band:1 géziendi.

Resim 4.3. Gellerde Schiff boyast ile belirlenmis glikoprotein bantlar

A- Insan trombositlerinden saflagtirilan GGT

B- Serum glikoproteinleri

C- Kobay karacigerinden kismi saflagtirilan GGT
D- Kobay bobreginden kismi saflagtirilan GGT
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4.5. Trombosit GGT Kinetigi

Saglikh 7 kiginin trombosit GGT diizeyleri Tablo 4.1 de goriilmektedir. Olgularm
trombosit GGT aktivitelerinin 32-55 mU/10%trombosit arasnda degigtigi goriildi. Ortalama
44.3 + 8.1 olarak saptand:. Bu 7 olgunun trombositlerinin Triton X-100 ile solubilizasyonu
sonucu elde edilen ekstre kinetik ¢aligmalarda kullanildi.

Tablo 4.3. Kinetik ¢calismalarda kullanilan 7 saglikli kiginin trombosit GGT diizeyleri

Olgu No | Trombosit GGT
(mU/109 Tr.)
1 42
2 53
3 38
4 47
5 55
6 32
7 43
X+SD 4418.1

Substrat ve akseptoér i¢gin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi ; y-glutamil p-
nitroanilidin degigen konsantrasyonlarma kargt enzimatik reaksiyon hizlan saptandi. Tablo
4.4 de trombosit GGT'sinin substrat bagimhhg gorilmektedir. Bu degerler kullamlarak
Michaelis Menten ve Lineweaver Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.4). Lineweaver Burk grafigi
kullamilarak trombosit GGT'sinin y-ghitamil p-nitroanilid igin Km degeri 2.08 mmol/L,
Vmax degeri 100 mU/102 trombosit olarak bulundu.
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Tablo 4.4. y-glutamil p-nitroanilidin degisen konsantrasyonlarina karsi trombosit GGT

aktiviteleri
| (S} (mmol/L) |GGT (mU/109 Trombosit)*
0.05 34
0.1 6.9
0.2 8.5
0.5 18.0
1 30.0
2 43.0
3 45.0
4 57.0
5 62.2
6 65.9
8 69.4
10 76.3
12 79.7
14 79.0
16 79.0
20 79.5

* Degerler ikili ¢alismalarin ortalamalaridr.
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Akseptor glisilglisin i¢in normal trombosit GGT'si ile yapilan gahigmada glisilglismin
gesiti konsantrasyonlarma karsi trombosit GGT aktiviteleri belirlendi (Tablo 4.5).
Lineweaver Burk grafigi kullanilarak glisilglisin i¢in Km degeri 15.87 mmol/L, Vmax degeri
45.45mU/109 trombosit olarak hesaplandi(Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Akseptor olarak kullanmilan glisilglisin konsantrasyonuna bagimli trombosit
GGT aktivitesi

S (mmol/L) | GGT (mU/109 Trombosit)*
1 2.5
2.5 10.0
5 15.0
10 20.0
20 28.0
30 33.0
40 37.0
50 39.0
60 42.0
70 43.0
80 44.0
90 44.0
100 44.0

* Degerler ikili ¢alismalarin ortalamalaridir.
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Trombosit GGT'sinin optimum pH's1 ve optimim temperatiirii; Trombosit GGT'sinin
optimum pH ve optimum temperatiir galiymalann sirasmda vy-glutamil p-nitroanilid
konsantrasyonu 4 mmol/L, glisilglisin konsan&asyonu 40 mmol/L olarak sabit tutuldu.
Degigik pH'larda (5.8-9.0) yapilan GGT aktivitesi Slgiimieri sonucunda optimum pH: 8.2
olarak belirlendi(Tablo 4.6, Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Degisik pH'larda trombosit GGT aktivitesi

pH | GGT (mU/109 Trombosit)*
5.8 34
6.6 10.2
12 20.3
7.8 37.6
8.2 44.6
8.6 37.6
9.0 34.2

* Degerler ikili galismalarin ortalamalaridir.

50t

&~
D

¥ GT mU/10 trombosit
N LeF]
S S

—~
L)

6 7 8 5 10
pH
Sekil 4.6. Trombosit GGT aktivitesi tizerine pH etkisi
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Trombosit GGT'sinin optimum temperatiiriinii belirlemek ve inkiibasyon zamanmm
GGT iizerinde etkisini gormek igin 20°C ile 56°C arasmda degisen temperatiirlerde 1ve 10
dakika inkiibasyonu takiben GGT aktiviteleri olgiildii. Tablo 4.7'de gorildugi gibi 10
dakikalik inkiibasyon sonrasi GGT aktivitesi 37°C de en yiiksek aktiviteye sahip iken 1
dakika inkiibasyon sonrasmda GGT aktivitesinin 56°Cye kadar artig gosterdigi goriildi(Sekil
4.7).

Tablo 4.7. Degisik temperatiirlerin trombosit GGT aktivitesi iizerine etkisi

Temperatir(°C) | GGT (mU/109Trombosit) | GGT (mU/109Trombosit)
1 dakika inkiibasyon 10 dakika inkiibasyon
20 16.0 14.5
25 23.5 22.0
30 29.8 29.0
37 34.2 32.5
45 42.0 30.5
56 44.3 26.0
454
(1 dakika inkiibasyon)
401
35¢
Y 30
3
T 25
S (10 dakika inkiibasyon)
Sy 20+
S
% 1571
G
o 5 4
L,

20 25 30 35 40 45 50 55 60 +c

Sekil 4.7. Trombosit GGT aktivitesi iizerine temperatiir etkisi
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Enzimin termal stabilitesini saptamak i¢gin 56°C de lile 30 dakika arasnda degigen
zaman periyodlarinda olgillen GGT aktiviteleri Tablo 4.8 de goriilmektedir. 1 dakikahk
inkiibasyon sonucu bulunan GGT aktivitesi %100 kabul edilerek % aktiviteye kargi gizilen
inkiibasyon zamam grafifindede gorildiigi gibi 56°C de 30 dakika inkibasyon sonucu
trombosit GGT aktivitesi %36 oranmnda azalds (Sekil 4.8).

Tablo 4.8. 56°C de degigen inkiibasyon zamanlarinda trombosit GGT aktivitesi

Inkiibasyon Zamam GGT % Nispi Aktivite
(dakika) (mU/10° Trombosit)
1 63.8 100.0
5 58.3 91.3
10 55.5 86.9
20 47.5 74.4
30 40.4 63.3
100

8 01

°/s Aktivite
[+2]
O

401

204

5 10 20 30 (dakika)

Sekil 4.8. 56°C de trombosit GGT aktivitesinin termal stabilitesi
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GGT' ye spesifik inhibitorlerin etkisi; Inhibitér ¢ahgmalann srasnda substrat
konsantrasyonu 4 mmol/L, akseptor konsantrasyonu 40 mmol/L, pH 8.2 olarak sabit tutuldu
ve 37°C 'de gahgilds.

Borat varhgmda (10 mmol/L), 0.25 mmol/L ile 5 mmol/L. arasmda degisen L-serin
konsantrasyonlarnda belirlenen trombosit GGT aktiviteleri Tablo 4.9'da gériilmektedir.
S5mmol/L L-serinle trombosit aktivitesinin %93 oranmda inhibe oldugu saptandi (Sekil 4.9).
y-glutamil p-nitroanilidin gegitli konsantrasyonlarinda ,inhibitorsiiz ve ortama 0.1 mmol/L,
0.5 mmol/L, 1.25 mmol/L, 2.5 mmol/L 5 mmol/L konsantrasyonlarmda L-serin ilave
edilerek GGT aktivitesinin inhibisyon diizeyleri saptandi. Bu degerler kullamlarak
Lineweaver Buwk grafigi ¢izildi ve borat varhgmda L-serinle trombosit GGT'sinin
kompetetif olarak inhibe oldugu Vmax degerinin degigmedigi buna kargm Km degerinin
artig1 gorildi(Tablo 4.10, Sekil 4.9).

Tablo 4.9. Borat varliginda degigen L-serin konsantrasyonlarinda trombosit GGT
aktivitesinin inhibisyonu

1] (mmol/L) | GGT (mU/109 Trombosit)* | % Nispi Aktivite

0 54.3 100.0

0.25 35.6 65.5

0.50 23.5 43.2
1 16.0 29.4
2 8.6 15.8
3 6.2 11.4
4 4.9 9.0
5 3.7 6.8
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Tablo 4.10. Borat varliginda L-serinin ve y-glutamil p-nitroanilidin (mmol/L) degisik
konsantrasyonlarinda trombosit GGT aktiviteleri

y-guamil | T [ i B ] B
p-nitroanilid (0.1 mmol/L) | (0.5 mmol/L) | (1.25 mmol/L) | (2.5 mmol/L) | (5 mmol/L)
2 38.4 27.1 170 4.8 32 2.0
4 59.2 48.9 25.1 8.6 6.0 4.9
6 64.2 59.1 34.4 13.6 8.7 9.8
8 71.5 64.0 40.0 18.6 13.6 14.0
10 73.0 69.1 44.0 22.2 17.1 15.0
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Inhibitorin Ki degeri y-ghutamil p-nitroanilidin 4 ve 8 mmol/L konsantrasyonlar1 ara-
sinda gahgilarak borat varhgmda (10 mmol/L) , 0.05 mmol/L ile 2 mmol/l. L-serin ile GGT
aktivitesi saptandi(Tablo 4.11). Dixon grafigi kullamlarak inhibitériin Ki degeri 30 pmol/L

olarak hesaplandi($ekil 4.10)

Tablo 4.11. Borat varliginda L-serinin ve y-glutamil p-nitroanilidin degigen konsantras-

yonlarinda GGT aktivitesi -
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L-serin | y-ghutamil p-nitroanilid | y-glutamil p-nitroanilid
mmol/L 4 mmol/L 8 mmol/L
0.05 66.66 76.92
0.1 58.82 71.42
0.5 37.75 62.50
1 25.00 43.55
2 16.66 32.25
1
v
0.06t

0.05
0.04
0.03
0.02]

\

-K; 0.1 05
K,=0.030 mM

Sekil 4.10. Borat varliginda L-serinin Ki degerinin belirlenmesi (Dixon grafigi)

(1]
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Inhibitér olarak bromkresol yesili kullamldigmda 0.005- 0.1 mmol/L arasmda degisen
konsantrasyonda bromkresol'yesili ortama ilave edildi. 0.1mmol/L bromkresol yesili ile
enzimin %34 orammnda inhibe oldugu gorildi.(Tablo 4.12). Bromkresol yegili 0.005
mmol/L, 0.01lmmol/L, 0.05 mmol/LL konsantrasyonlarmda ortama ilave edilerek degisen ¢
glutamil p-nitroanilid konsantrasyonlarmda GGT aktivitesi 6lgiildii(Tablo 4.13). Lineweaver
Burk grafigi kullanilarak bromkresol yesilinin enzimin Km degerini degigtirmedigi buna
kargin Vmax degerini azaltifim bulduk. Bromkresol yesilinin GGT'nin nonkompetetif
mhibitorii oldugunu saptadik(Sekil 4.11).

Tablo 4.12. Bromkresol yeyili ile trombosit GGT aktivitesinin inhibisyonu

] (mmol/L) | GGT (mU/109Trombosit) | % Nispi Aktivite
0 57.1 100.0
0.005 50.0 87.5
0.01 44.4 77.7
0.05 38.4 67.2
0.1 37.8 66.6

Tablo 4.13. Degisik bromkresol yesili ve y-glutamil p-nitroanilid konsantrasyonlarinda
(mmol/L) trombosit GGT aktiviteleri (mU/10° Trombosit)

y-glutamil I I [ m
_ p-nitroanilid (0.005 mmol/L) | (0.01 mmol/L) | (0.05 mmol/L)
2 40.0 36.1 33.8 29.0
4 57.1 49.0 44 .4 38.4
6 64.5 57.1 51.2 44 .4
8 71.4 60.6 57.1 48.8
10 74.0 62.7 60.6 51.6
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Enzimin transfer reaksiyonu igin mekanizma tipini belirlemek amaciyla yaptigimiz
¢ahsmada y-glutamil p-nitroanilidin 4, 6, 8 mmol/L. konsantrasyonlarmda ve glisilglisinin 10-
100 mmol/L arasmda degigen konsantrasyonlari sonucu bulunan GGT aktiviteleri Tablo
4.14'de gorilmektedir. Glisilglisin  substrat olarak kullamldigmda Lmeweaver Burk
grafiginden GGT'nin transfer reaksiyonu i¢in {igli kompleksden ziyade ping-pong
mekanizmasma benzer bir kinetik verdigi gozlendi(Sekil 4.12).

Tablo 4.14. GGT'nin transfer reaksiyonu igin mekanizmasmin belirlenmesi (GGT aktivitesi
- mU/10% Trombosit)

y-glutamil p-nitroanilid

Glisilglisin (mmol/L) | 4 (mmol/L) | 6 (mmol/L) | 8 (mmol/L)
10 27.7 40.0 47.6
20 333 47.6 58.8
30 38.0 52.6 62.5
40 40.0 55.3 64.7
60 42.3 58.8 66.6
80 43.4 62.5 71.4
100 43.4 62.5 71.4
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0.01 0.05 01 1
[glisilglisin] mmol/L

Sekild. 12. GGT'nin transfer reaksiyonu mekanizmasi i¢in Lineweaver Burk grafigi
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5.TARTISMA VE SONUC

Gamma-glutamil transferaz (GGT) ile ilgili galismalar 6zellikle karaciger, bobrek, ince
bagirsak vb organlarda yogunlagmugtir. Kan hiicreleri ile ilgili gahgmalar ise daha az
sayidadur.

Membrana bagh bir enzim olan GGT nin membrandan solubilizasyonu i¢in proteazlar
veya deterjanlar kullanilir(3). Sigan bobreklerinde papain ve Triton X-100 ile yapilan bir
¢aligmada Tritonla enzimin tamammm solubilize oldugu gosterilmistir(14). Membran
proteinleri ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan deterjanlarmn membranla interaksiyonu tam
olarak bilnmemekle birlikte membranm solubilizasyonuna sebep oldugu bilinmektedir(74).

GGT’nin en dnemli gorevlerinden biri de amino asidlerin ve peptidlerin hiicre igine
transferi oldugu bildirlmigtir. Ancak bu konuda yapilan ¢absmalar olduk¢a tartigmahdir.
Ince bagirsak amino asid absorbsiyonunda gok énmemli bir organdir ve gesitli hayvanlarm
ince baguwsaginda GGT aktivitesi gosterilmigtir. 1976°da Garvey ve arkadaglan amino asid
transportunda GGT’nin roliiniin  oldugunu bildirmiglerdir(75). Ancak Berteloot ve
arkadaglan yaptiklar bir gahgmada ‘Intestinal brush border’ membran vesikiillerinin papain
ile muamelesi sonucu GGT membrandan ayrddigr halde 16sin almimmm spesifik
aktivitesinin arttifmi gostermigler ve amino asid transportunda GGT’nin roliiniin olmadigm
savunmuglardir(76). Ayrica GGT’nin bir inhibitérii AT125 ile GGT’nin invivo ve invitro
inhibisyonunun, sistein, glutamin, prolin, glisin, methionin, lizin, 16sin transportlarma etkisi
olmadigx gdsterilmigtir(77).

Soguk ozmotik sok yontemi integral proteinler digmdaki membrana hafifge bagh
proteinlerin gok sivisma gectigi bir yoéntemdir. Bu yéntemle trombositler biitiinkiklerini
kaybetmezler(78). Trombositlerde ozmotik sok galigmalar, esnasmda glikoz, 18sin, histidin
baglayici proteinlerin ozmotik gok stvisma gegtigi, soka ugramig trombositlerin biitiinligii
degigmedigi halde seker ve amino asid aktif transport sistemlerinin kayboldugu gosterilmistir
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(59,60). Ozmotik sok galiymamiz esnasmda soka uframig trombosit membraninda GGT
aktivitesinin bulundugunu gdsterdik (6,79). Bu ¢ahsmalar sonunda GGT’nin aktif olarak
amino asit transportunda rol almadigmi, GGT’nin amino asit transportundan ¢ok
lokotrienler ve glutatyon metabolizmasi ile ilgili gorevleri oldugunu diigiinmekteyiz

GGT’nin dokularda saflagtmlmasi igin genel olarak proteazlar veya deterjanlarla
solubilizasyonu takiben kromatografik yontemler kullamlmaktadir, Bébrek ‘brush border’
membran proteinlerinin saflagirma galiymalan sirasmda Triton X-114 faz partisyonunun
kullanilmas1  baglangigta ~ istenmeyen proteinlerin  solubilizasyonunu  engelleyerek
saflagirmanm 1k basamag olarak kolaylik sagladifi gézlenmistir. Bazi proteinler diisiik,
bazn proteinler ise daha yiksek Triton X-114 konsantrasyonlarmda solubilize
edilebilirler(80).

Cesitli patolojik durumlarda ve normal olgularda serum GGT’si iizerinde yapilan
afinite kromatografi ¢aligmalarinda 5 lektin gesidi denenmigstir. Bunlar Concanavalin A
(ConA), Ricinus Commun I ve I (RCI, RCII), Maclura Pamifera (MPA), Ulex europaeus
agglutinin (UEA)dir. Diger lektinlere oranla en fazla baglanma Con A da goriilmiigtiir(81).
GGT insan beyin korteks mikrodamarlarmdan gel filtrasyon, iyon degistirici ve grup afinite
kolon kromatografi yontemleri ile iki ayn gekilde saflastmlmigtir. GGT’nin deterjan formu
korteks homojenatindan 320 kez, proteolitik formu 830 kez saflagtmlmistir. Proteolitik
formun molekiil agirhg: gel filtrasyon kromatografisi ile yaklagk 90.000 Da olarak
bildirllmigtir(29).

Saflagtirma gahgmalarimizda trombositlerden Triton X-100 ile solubilizasyon sonucu
elde edilen solubilize kisimdan %90 kesitli (NHy4),SO4 ¢oktiirmesi, Sephadex G-200 kolon
kromatografisi, DEAE-seliiloz (DE-52) kolon kromatografisi ve Con A sepharose 4B ile

" grup afinite kolon kromatografisi yontemleri kullanilarak GGT Davis-PAGE’de tek bant
olacak gekilde 10 kez saflagtinlds
Memeli bdbreklerinde (insan, sifir, sigan) GGT’nin hafif  subunitesinin molekiil
agrhgmm 21-25 Kd, agir subunitesinin 51-72 Kd arasmda degistigini ancak kimyasal
deglikozilasyonla bu enzimin molekiil agirhgmm hafif subunite igin 19 Kd, agir subunite igin
41 Kd oldugu rapor edilmistir. Subunitelerin molekiil agwhgmdaki bu farkhlhgm
proteinlerin glikozilasyon derecesinden ileri geldigi sonucuna varilmistir(82).

Yetiskin sigan bébreginden saflagtirdan GGT nin iki boyutlu gel elektroforezi ile hafif
subunitenin molekiil aguligs 23.000-26.000, izoelektrik noktast 5.4-7, agr subunitenin
molekiil agubgmm 51.000-53.000 izoelektrik noktasmm 5.8-7.1 arasmda degigtigi
bildirilmigtir(83). Yine sigan bobregi iizerinde yapilan bir bagka ¢ahismada ise GGT’nin
dogal ve deglikolize edilmis formu iizerinde immunolojik aragtrmalar yapiimig ve dogal
GGT igin subunitelerin molekiil agirliklann 50 Kd ve 30 Kd olarak bulunurken anhidréz
hidroflorik asit ile 0°C’de enzimin deglikozilasyonu ile elde edilen GGT nin subunitelerinin
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molekiil agirhklarmm 43-23 Kd olarak belirlenmistir. Dogal enzime kargi olugturulan
antiserum her iki GGT formunu tanmirken, deglikolize GGT’nin antiserumunun dogal
GGT’yi tanimadigi bu nedenle ve molekiil agirhgmm farkliigmdan dolayr dogal enzimin
baz1 determinantlarmm karbonhidrat artiklarryla maskelenebilecegi sonucuna varilmigtir(84).

Trombosit GGT’si ile daha 6nce yaptigimiz gahgmalarda GGT nin molekiil aguligm
SDS-PAGE yontemi ile 75.000 Da olarak, HPLC yoéntemi ile ise 145.000 Da olarak
gozledik. SDS-PAGE ve HPLC ydntemleri arasindaki molekiil agirhg farklihgmm, émegin
denatiire edilmeden HPLC'ye tatbik edilmesinden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz(6).

GGT’nin serum diizeylerinin bazn hastaliklarda degistigi bildirilmigtin(3). Losemili
hastalarda sitokimyasal metodla trombosit ve 16késit GGT diizeylerinde lenfoproliferatif
hastaliklarm g¢ogunda belirgin bir azalma Hodgkin hastalifi olan tek bir vakada T
lenfositlerde GGT aktivitesinde gok az bir degigme, ‘multiple myeloma’l plazma hiicreleri
ve 16semili plazma hiicrelerinde normallere oranla egit veya daha yiiksek GGT aktiviteleri
gortilmisgtiir(4).

Ateroskleroziu kigilerin trombositlerinin normal kigilerin trombositlerinden daha diigiik
diizeyde GGT aktivitesi igerdigini daha o6nceki bir aragtrmamizda saptadik. Normal
trombosit GGT’si (n:10) 3543.01 mU/10° trombosit iken aterosklerozlularda bu deger
18.66 +1.55 mU/109 trombosit olarak gézlenmistir.Bu iki grup arasmda GGT nin Vmax
degerlerinin farkliik gosterdigi, Km degerinin ayn1 oldugu goériildi. Buna kargilik Glutatyon
diizeylerinde ise bu iki grup arasinda bir degigiklik saptanmamigtir. Aterosklerozlularda
GGT Vmax degerinin diigiik bulunmast solubilize fraksiyonda konsantrasyonunun azaldigm
gosterir(79). Defibrotid adh antitrombotik ilag in vivo olarak verildiginde aterosklerozlularm
trombosit GGT diizeylerinin normale dondigi belirlenmigtir(7).

Deneysel ateroskleroz olusturulan tavsanlarm beyin korteksinde GGT aktivitesinde
kontrol grubuna oranla %27°lik bir artig bulunurken, yiiksek kolesterollii diyetle beslenen
tavganlarm korteksinin kapillerce zengin fraksiyonlarmda GGT aktivitesinde %22°hk bir
azalma bulunmugtur(85). Hiperkolesterolemik diette bulunan tavsanlanm karaciger GGT'sini
eikosapentoenoik asid ve Vit E'nin etkiledigi gosterilmigtir(86).

1991 yilmda yapilan bir aragtrmada rat plazma ve doku glutatyon metabolizmasi
lizerne yaglanmanm etkisi aragtrlmug, yaglanmayla akcifer ve karaciger glutatyon
peroksidaz ve glutatyon -S- transferaz diizeyinde anlamh bir degigiklik gozlenemezken
GGT diizeylerinde anlamh bir azalma ve bu azalmaya eglik eden plazma glutatyon
diizeylerinde artig saptanmigtir(87).

Serum GGT diizeyleri gegitli hastaliklarda degigiklik gostermesine ragmen en belirgin
artiglar karacier hastaliklarmda ortaya gikmaktadir. Karaciger hastaliklarmm teshisinde
serum GGT diizeyinden gok GGT’nin hangi izoenziminin artifmn belirlenmesi hastaligm
teshisine daha fazla yardimci olmaktadir (3).
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GGT izoenzimlerinin belirlenmesi amacryla pek gok dokuda genis ¢aph aragtirmalar
yapiimigtir. Shaw ve arkadaglann tarafindan insan karaciger, pankreas, bébrek ve
duedonumundan saflagtinian GGT akrilamid gel elektroforezinde elektroforetik mobilite
farklihig: gostermigtir. Bu organlardan elde edilen GGT nin elektroforetik mobilitesisirastyla
azalarak karacifer> pankreas™> bobrek> duedonum olarak belirlenmigtir(88).

insan bobregi ve karacigerinden izole edilen GGT iizerinde yapilan  diger bir
calismada da insan karacifer GGT ‘sinin bobrege oranla daha fazla elektroforetik
mobiliteye sahip oldugu bildirilmigtir(89).

Caligmamizda kobay karacieri ve bobregi kullanarak GGT’yi Triton X-100 ile
solubilizasyon, %90 kesit (NH4)>SO4 ile ¢oktiirme, sephadex G-200 kolon kromatografisi
ile kismu saflagtirarak %7.5 poliakrilamid gel elektroforezini takiben staining elektroforetik
ortam ile bantlan belirgin hale getirdi§imizde hem karaciger hem de bobrek GGT’sinden
birer bant oldufunu ve karaciger GGT’sinin bdbrege oranla daha fazla elektroforetik
mobiliteye sahip oldugunu goérdiik. GGT nin bu mobilite farkliifm nedeni sentez sonrasi
glikozilasyon, sializasyon gibi degigikliklere baglanmaktadir(3). Ayrica GGT’nin
lipoproteinlerle ve protemlerle kompleks olugturarak elektroforetik mobilite farkhiliklarma
neden olabilecegi diigiiniilmektedir(90). GGT’nin birkag formu serumda bildirilmigtir.
Gerastad ve arkadagmin yaptifi galigmaya gore bu formlarm ¢ogu enzim ve dolagmmda
bulunan lipoproteinler arasmda olusan komplekslerdir ve enzim o&zellikle HDL ile de
komplekslesebilmektedir. Hidrofilik GGT nin yarilanma émriiniin 9 saat, buna karsm HDL
ile komplekslesen GGT nin ise 20 saat oldugu bildirilmigtir (91).

Idrarda alanin aminopeptidaz, alkalin fosfataz ve GGT iizerinde yapilan agaroz gel
elektroforezi ¢algmalarina idrar, Triton X-100, n-butanol/disopropil eter, tripsin,
ndéraminidaz ile muamele edildifinde normalde idrarda iki GGT bandi varken, Triton X-100
ile muameleden sonra tek bant diger yontemlerle ise yine iki bant gézlenmigtir. Idrarm n-
butanol/disopropil eter ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen GGT bandlarmm elektroforetik
mobilitesinin farkh olmast GGT nin lipidlerle komplekslesmesine baglanmigtir(92).

Karaciger hastaligi olan kigilerin GGT fraksiyonlarmin ‘cellogel’’ iizerinde
elektroforezle aymmi sonucu aywt edilebilir ve serum protein fraksiyonlarma gore
smtflandiridan 7 zon tesbit edilmigtir. Bu bantlar pre-Albumin-Albumin-GGT (GGT-I),
Albumin-ocj-globulin-GGT (GGT-II), o j-ap-globulin-GGT (GGT-I), ap-globulin-GGT
(GGT-IV), ay-B-globulin-GGT (GGT-V), B-y-globulin-GGT (GGT-VI), ofgin-GGT (O-
GGT) de saghkh kigilerin serumunda ise iki bant (Albumin-ct{-globulin GGT, aq-09 -
globulin GGT) gézlenmigtir(93).

Normal ve karaciger hastalifs olan kigilerin serum GGT diizeyleri selilloz asetat
elektroforezi ile arastirildiginda normal kigilerde iki bant g6zlenmigtir. ( a1-GGT ve op-
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GGT). Bu bantlarm % oranlann a1.GGT igin % 60-80, ap-GGT igin %20-40 olarak
bildirilmistir(94).

Serumda yapilan bir difer galigmada once sodyum tungstat ile LDLve VLDL
¢Oktiiriildiikten sonra ikinci kademede polietilen glikol 6000 ile HDL fraksiyonu
¢oktiiriilerek yapilan seliloz asetat elektroforezinde niormal kigilerin serumunlarmda iki
GGT izoenzimi, gesitli karaciger hastalif olan kigilerin serumlarmda ise ayrica farkh 4 GGT
bandi daha bildirilmigtir. Bu bantlar alb-GGT, alfa]-GGT, alfap-GGT, beta-GGT, gamma-
GGT ve dep-GGT adlandirilmigtir. Karaciger hastahf olan kigilerin serum GGT’lerinin
lipoproteinlerle komplekslestigi 6zelliklede beta-GGT, gamma-GGT ve dep-GGT’nin LDL
ve VLDL ile,sirozlu hastalarn serumunda artig gosteren alfaj-GGT nin HDL ile kompleks
olugturdugu bildirilmigtir(95).

Freise ve arkadaglan GGT aktivitesi yiiksek 53 hasta serumunda yaptiklar ¢aligmada
sephadex DEAE A-50 kolon kromatografisi ile serum GGT ’lernin iki fraksiyona aynldigm
gozlemiglerdir. 20 hastada ilave parametre olarak protein, protein elektroforezi, serbest ve
bagh kolesterol, bilirubin, trigliseridler, lipoprotein ve lipoprotem X tayinide yapilmig ve bu
¢aligma sonucunda serum GGT’sinin DEAE A-50 ile iki fraksiyona ayrilmasi nedeni
izoenzimlerinin olamayacag, bunun nedeminin kolesterol igeren lipoproteinlerin farkh
dagihmmdan dolay1 olabilecegi kanisma varnuglardir(96)

Insan trombosit GGT izoenzimini belirlemek tizere substrat olarak gamma-ghitamil 7-
amino 4-metilkumarin kullanilarak yapilan ¢ahgmada tek bir GGT bandi gbzlenmis ve
trombositlerin yalniz tek izoenzim igerdigi bildirilmigtir(97).

Serum ve trombosit GGT izoenzimleri izerine yaptigummz bu ¢ahgmada
trombositlerden saflagtinilan GGT ve serum 6rnegi (%7.5) poliakrilamid gel elektroforezine
(Davis- PAGE) tabi tutuldu. Elektroforezi takiben glikoprotein boyama ve GGT’ye 6zel
boyama yontemiyle bantlar belirgin hale getirildi. Trombosit GGT’si i¢in tek bir bant ve bu
banda tekabiil eden yerde glikoprotein boyaylada tek bir glikoprotein bandi gézlendi
Serumda aym gekilde GGT igin 6zel boyama yontemi kullamldigimda 4 GGT izoenzimi
saptand1 ve bu bantlarm elektroforetik mobilitelerinin trombosit GGT’sinin elekroforetik
mobilitesine benzerlik gostermedigi goriildii.

Cok sayida GGT’nin karakterizasyonu ile ilgili gahgmalar mevcuttur. fnsan karaciger
ve insan bobreginden izole edilen GGT iizerinde yapilan kargilastirmali gabigmalarda substart
y-glutamil p-nitroanilid igin Km degeri karacigerde 1.44 mmol/L, bébrekde 1.15 mmol/L
olarak g6zlenmigtir. Akseptor glisilglisin i¢in ise karaciger GGT’sinn Km degeri 10.6
mmol/L, bobrek GGT’si igin 10.7 mmol/L olarak saptanmugtir. Yine bu ¢ahgmada enzimin

optimum pH’sinm her iki dokuda transpeptidasyon reaksiyonu igin 8.1, ototransfer
reaksiyonlari i¢in 8.6 oldugu gosterilmistir. Enzimin termal inaktivasyonu (58°C’de 100
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dakika inkubasyon sonucu) bébrek GGT’sinin aktivitesinin %64, karaciger enziminin %76
azaldigs bildirilmigtir (89).

Selvaraj insan yetigkin karacigeri, fetal karacigeri ve primer hepatomall karacigeri
kargilagtrdigy gahsmasinda substrat y-glutamil p-nitroanilid igin Km degerlerini yetigkin
karaciger : 1.17 mmol/L, fetal karaciger : 1 mmol/L, hepatomali karaciger : 1.05 mmol/L
olarak, glisilglisin igin ise Km degerleri; yetigkin karaciger:12.65 mmol/L, fetal karaciger
12,5 mmol/L, hepatomah karaciger: 12.5 mmol/L olarak bulunmugtur. Optimum pH
transfer reaksiyonlar i¢in her tigiinde de 8.4, ototransfer reaksiyonu i¢in 8.8 olarak, serin ve
boratin 15 mmol/L konsantrasyonda yine her ii¢ kaynakta enzimi tamamen inhibe ettigini, 5
g/L SDS ile %100, 10 mmol/L iyodoasetamid ile %30 oranmnda enzimin inhibe oldugunu
bildirmiglerdir(98).

Tavuk embriyo beyninin snaptosomal membran GGT’si igin 20 mmol/L glisilglisin
varhginda substrat y-glutamil p-nitroanilid igin Michealis sabiti 1.5 mmol/L olarak
gozlenmis ve kortizol ile bu degerin degigmedigi fakat Vmax degerinin bu hormonla arttif:
bildirilmigtir (18).

Insan beyin mikrodamarlarmdan kismi saflagtmlmayla elde edilen GGT’nin optimum
pH’smm transfer reaksiyonunda substrat y-glutamil p-nitroanilid, akseptér glisilglisin igin
8.2, akseptdr L-sistein olunca 9 olarak gézlenmigtir. Enzimin 10 mmol/L borat varhgmda 5
mmol/L L-serin ile %95 oraninda, bromkresol yesili ile ise enzimin daha az oranda inhibe
oldugu bulunmugtur(29).

Sigan deciduomasmdan saflagtirlan GGT’nin optimum pH’st 8.2, y-glutamil p-
nitroanilid igin km degeri 1 mmol/L, glisilglisin igin 7.6 mmol/L olarak bulunurken, borat
kargsmda L-serinin enzimin kompetetif inhibitorii oldugu ve K; degerinin 22 pmol/L
oldugu bildirilmigtir(99).

Rosalki’nin seram GGT’siyle yaptign ¢ahgmada y-glutamil p-nitroanilid igin Km
degeri 1.9 mmol/L, glisilglisin i¢in Km degeri 12.01 mmol/L olarak rapor etmigtir(100).

Kinetik gahgmalanimizda trombosit GGT’si igin substrat y-glutamil p-nitroanilid igin
Km degeri 2.8 mmol/L olarak gozlendi. Bu subsirat igin Vmax degeri 100 mU/109
trombosit olarak gézlendi. Akseptér glisilglisin igin Km degeri 15.87 mmol/L, Vmax degeri
45.45 mU/109 trombosit olarak bulundu. Trombosit GGT’si igin diger sartlar sabit
tutuldugunda transfer reaksiyonu igin optima pH 8.2, optimum temperatiir 37°C olarak
belirlendi. Enzimin termal stabilitesi 56°C’de 30 dakika izlendiginde 30 dakika sonunda
enzimin aktivitesinin % 36 oranmnda inhibe oldugunu gordiik. Trombosit GGT’si 10
mmol/L borat varligmda 5 mmol/L L-Serin ile % 93 oraninda azalmaktadir. L-Serinin borat
varhgmda GGT nin kompetetif inhibitdri oldugunu ve K; degerinin 30 pmol/L. oldugunu
saptadik, Enzim bromkresol yesilinin0.1 mmol/L. konsantrasyonunda %34 oranmda inhibe
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olmaktadir ve bromkresol yesili trombosit GGT’sinin nonkompetetif inhibit6rii olarak
saptandi

Trombosit GGT’si kinetik agidan dier dokulara gore substrat ve akseptor Km ve
Vmax degerleri agismdan farkhlik gostermekte buna kargin serum GGT’sinin Km ve Vmax
degerlerine daha yakm gériinmektedir. Ancak optimum pH, temperatiir ve inhibitor etkisi
agismdan diger doku gahgmalarma paralellik gostermektedir. Enzimin transfer reaksiyonu
i¢in ping-pong mekanizmasma benzer bir kinetik gosterdigini saptadik. Trombositlerde
GGT’nin tek bir izoenzimi oldufunu ve trombosit GGT izoenzimini normal serumda
saptadigimiz 4 GGT izoenzimiyle kargilagtrdigimizda elektroforetik mobilite agismdan
benzerlik gostermedigini gozledik.
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6. OZET

Gamma glutamil transferaz (GGT) glikoprotein yapismda bir membran proteinidir.
GGT gamma-glutamil artiklarmm amino asitlere, dipeptidlere ve suya transferinde, glutatyon
metabolizmasmda ve LTC4’iin LTD4’e doniigiimiinde rol alir. Bu galigmada GGT insan
trombositlerinden Triton X-100 ile solubilize edilerek karakterize edildi. Kinetik ¢aligmalar
igin 7 normal kigiden alman kanlardan elde edilen trombosit havuzu kullanildi. Substrat
gamma- glutamil p-nitroanilid igin Viy,«: 100 mU/109 Trombosit, Km: 2.08 mmol/L
olarak, akseptor glisilglisin igin Vipax : 45.45 mU/109 Trombosit, Ky : 15.87 mmol/L
olarak saptands. Insan trombosit GGT’sinin optimum pH’st 8.2, optimum temperatiir 37T
olarak gozlendi. Enzimin 56°C de termal stabilitesi olgiildtigiinde 30 dakika inkiibasyonu
takiben aktivitenin %36 oranmda azaldig1 tespit edildi. Inhibitér ¢alismalan sonucunda borat
varhgmda L-serinin enzimin kompetetif inhibitérii oldugu ve 5 mmol/L L-serin
konsantrasyonunda GGT aktivitesinin %93 mhibe oldugu goriildii. L-serin i¢in inhibitor
sabiti (Kj) 30 umol/L olarak hesaplandi. Bromkresol yesilinin ise enzimin nonkompetetif
mhibitérii oldugu ve 0.1lmmol/l. konsantrasyonda GGT aktivitesini %34 inhibe ettigi
gozlendi. Enzimin transfer reaksiyonu i¢in ping pong mekanizmasmi kullandig: saptandi.

Trombosit GGT’si, Triton X-100 ile solubilizasyon, gel filtrasyon, iyon degistirici
kromatografi, afinite kromatografi yontemleri ile baglangica oranla 10 kez saflagtinildi
Poliakrilamid gel elektroforezi (PAGE) ile trombositlerde GGT’ nin tek bir izoenziminin

oldugu saptands.
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7. SUMMARY

CHARACTERIZATION OF HUMAN PLATELET GAMMA-GLUTAMYL TRANSFERASE

Gamma- glutamyl transferase (GGT) is a membrane glycoprotemn which is involved in

the transfer of gamma glutamyl residues to amino acids, to dipeptides and to water, in
glutathione metabolism and in formation of LTD4 from LTCy4 of the leucotriens. In this
work GGT was solubilized with Triton X-100 from human platelet membranes and was
characterized. Kinetic studies were performed in pooled platelets of 7 normal subjects. For
gamma ghitamyl p-nitroanilide as the substrate, Vipay was 100 mU/ 109 plts and K;;, was
2.08 mmol/L. For glycylglycine as the acceptor, Vpyax was 45.45 mU/109 phts and K, was
15.87 mmol/L. Its optimum pH and optimum temperature were 8.2 and 37°C, respectively.
The thermal stability tests showed 36% GGT activity decrease after 30 min incubation at 56°
C. In the presence of borate, L- serine was found to be competitive inhibitor and GGT
activity was inhibited 93% with L-serine at a concentration of 5 mmol/L. Inhibition constant
(Kj) was calculated as 30 pmol/L for L-serine. Bromcresol green was a noncompetitive
mhibitor and enzyme was mhibited 34% with bromkresol green at a concentration of 0.1
mmol/L. GGT showed ping pong mechanism for transfer reactions.

Only one isozyme was observed through polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).
GGT was purified 10 times by Triton X-100 solubilization, gel filtration, ion exchange
chromatography and affinity chromatography.
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