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OZET

Doktora Tezi

KARAYEMIS MEYVESINDEN (Prunus Laurocerasus L.) GLUTATYON S-
TRANSFERAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE KINETIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Fikret TURKAN
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Halis SAKIROGLU

Karayemis meyvesi (Prunus Laurocerasus L.) antioksidan o6zelligiyle bilinen ve
ozellikle halk hekimliginde ¢okc¢a kullanilan bir meyvedir. Bu tezde karayemisin meyve
etinden Glutatyon S- transferaz enzimi (E.C. 2.5.1.18) saflastirildi. Saflastirilma islemi
afinite ve jel filtrasyon kromatografileriyle ayr1 ayr1 yapildi. Enziminin safligin1 kontrol
etmek icin SDS-PAGE elektroforezi uygulandi. Enzim i¢in karakterizasyon ¢aligmalari
olarak optimum pH, optimum sicaklik, optimum iyonik siddet, stabil pH ile GSH ve
CDNB i¢in Ky Ve Vpax c¢alismalart yapildi. Enzimin optimum pH’ s1 K-fosfat
tamponunda 7,0; optimum sicakligir 30°C, optimum iyonik siddeti 0,125 M, stabil pH’s1
K-fosfat tamponunda 6,5; GSH ve CDNB igin sirasiyla Ky degeri 0,344 mM; 0,89
MM, Vmax degeri 0,098 EU/ml, 0,214 EU/ml olarak bulundu. Buna ilaveten, enzim
aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarin (Cd*?, Ni*?, Cu*, Mg*® ve Ca*?) ve pestisitlerin
(Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Askorbik Asit (Vitamin C), Benzoik Asit ve
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) organik bilesik olarak, glifosat izopropilamin
tuzu, fenoxaprop-p-etil, cypermethrin, dichlorvos, imidacloprid) inhibisyon etkileri
calisild1 Lineweaver—Burk grafigi metal iyonlar1 ve pestisitler i¢in ¢izilerek 1Csp ve K;
degerleri hesaplanarak inhibisyon tipleri belirlendi.

2015, 125 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karayemis, Glutatyon S-transferaz, Saflastirma, Karakterizasyon
Inhibisyon



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE S-
TRANSFERASE FROM LAUREL FRUIT (Prunus Laurocerasus L.) AND
INVESTIGATION OF THE KINETIC PROPERTIES

Fikret TURKAN

Atatiirk University
Graduated School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry
Biochemistry Science

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Halis SAKIROGLU

The laurel fruit (Prunus Laurocerasus L.) is a plant, widely used in folk medicine and is
well known for its antioxidant properties. In this thesis, Glutathione S-transferase
(GST), one of well-known antioxidant enzyme, was purified from the laurel fruit flesh.
The purification of the enzyme was performed separately by affinity and gel filtration
chromatography. The purity of the enzyme was determined by SDS-PAGE
electrophoresis. Characterization studies were done for the enzyme. For this purpose,
optimal pH, optimal temperature, optimum ionic strength, stable pH, Km and Vmax
values for GSH and CDNB were also determined for the enzyme as 7.0 in K-phosphate
buffer, 30°C, 0.125 M, 6.5 in K-phosphate buffer, 0.344 mM, 0.89 mM, and 0.098 EU /
ml, 0.214 EU / ml, respectively. Additionally, inhibitory effects of some metal ions
(Cd*, Ni**, cu*, Mg®, and Ca®*") and pesticides (Sodium dodecyl sulfate (SDS),
Ascorbic acid (Vitamin C), Benzoic acid, and Ethylenediaminetetra acetic acid (EDTA)
as an organic compounds; Glyphosate isopropylamine salt, Fenoxaprop-p-ethyl,
Cypermethrin, Dichlorvos, and Imidacloprid) were examined the enzyme’s activity in
vitro by performing Lineweaver—Burk graphs and plotting activity%. ICso and K; values
were calculated for each of metal ions and pesticides.

2015, 125 pages

Keywords: Laurel fruit, Glutathione S-transferase, Purification, Characterization,
Inhibition
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Canli organizmalarda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar: hizlandiran ve herhangi bir
yan lirlin olusturmadan %100’lik bir iirlin verimi saglayan, protein yapisindaki
biyolojik katalizorler enzim olarak adlandirilir (Smitt et al. 1997; Garrett and Grisham
1999). Bu biyolojik katalizlerin en onemli ozellikleri, katalizleme giigleri ve
spesifiklikleridir. Enerji agisindan miimkiin kullanisli yollara kanalize eder. Boylece

enzimler metabolizmadaki tiim olaylar1 yonlendirirler (Goziikara 1997).

Biyokimya tarihinde enzim g¢alismalar1 olduk¢a eskiye dayanir. Bu g¢alismalar ilk
olarak, 1700’1 yillarin sonlarinda, mide salgilartyla etin sindirilmesi iizerine yapilan
arastirmalar neticesinde kesfedilmis ve tamimlanmistir. Sonraki g¢alismalar, 1800’1
yillarda tlikriik ve cesitli bitki 6ziitleriyle, nisastanin sekere doniisiimii arastirmalariyla
devam ettirilmistir.  1850’lerde  Louis  Pasteur, sekerin mayayla alkole
fermentlesmesinde, sekerin fermentler tarafindan katalizlendigi sonucuna varmistir.
Pasteur, bu fermentlerin, canli maya hiicrelerinin yapilarindan ayrilamaz oldugunu ileri
stirdi. Daha sonra 1897°de Eduard Buchner, maya o6ziitlerinin sekeri alkole
fermentledigini, bunun da fermantasyonun hiicreden uzaklastirildiginda, islevini devam
eden molekiiller tarafindan saglandigini kesfetmistir. Frederic W. Kiihne ise bu
molekiilleri, enzimler olarak adlandirdi. 1926°da James Sumner’in lireaz enzimini saf
kristal halde izole etmesiyle enzim c¢alismalar1 hiz kazanmistir. Daha sonra yeni
enzimlerin izolasyonu ve 0&zelliklerinin arastirilmasi biyokimya bilimini gelistirdi

(Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009; Giird6l ve Ademoglu 2010).

Enzimler protein yapisindadirlar (Bazi katalitk RNA molekiilleri harig). Biitiin
enzimler bu Kkatalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun saglamligina
baghidir. Bir enzimin katalitik aktivitesi kaybolursa enzim denatiire olmus demektir.

Enzim, kendisini olusturan amino asitlerine doniistiiriiliirse, katalitik aktivitesi kaybolur.



Bu nedenle proteinlerin, birincil, ikincil, {igiinciil ve dordiincil yapisi enzimletin
katalitik aktivitesi ic¢in esastir (Lehninger 2005). Enzimler organizmada gergeklesen
reaksiyonlarin hizin1 enzimsiz gerceklesen bir reaksiyona gore yaklagik 10%-10%° kat
hizlandirabilir. Katalizsiz olarak yarilanma zamani 300 yil olan bir reaksiyon, enzim
tarafindan 10' kat hizlandirilirsa yarilanma zamani sadece 1 s olur. Sonug olarak
hiicredeki bir¢ok reaksiyonun ancak enzimler sayesinde miimkiin olacagi sdylenebilir

(Lehninger 1982).

Baz1 enzimlerin katalitik aktivite goOsterebilmeleri i¢in protein yapisinda olmalar
yeterliyken bazilar1 aktivite gosterebilmek igin kofaktor olarak bilinen ve protein
yapisinda olmayan molekiillere ihtiya¢ duymaktadirlar. Kofaktdr bir metal iyonu (Zn?",
Fe?* vd.) veya koenzim olarak adlandirilan bir organik molekiil (NAD+, FAD, koenzim
A) olabilir. Enzimlerin bir kismi aktivite gosterebilmek i¢in koenzime ve metal iyonuna
birlikte ihtiyag duymaktadir. Koenzimler proteinlerin denatiire oldugu durumlardan
etkilenmemektedirler (Voet and Voet 1995). Kimyasal bakimdan enzimler protein ana
yapisinda bulunan molekiillerdir. Bir enzimin sadece proteinden olusan kismina
apoenzim, tiim kofaktorleri ve koenzimleri igeren Katalitik aktif haline ise haloenzim
denir (Yildirnm vd 2010). Enzimlerin aktivitelerini artiran bilesiklere aktivator denir.
Genellikle enzim aktivatorleri kiigiik iyonlar veya fazla biiylik olmayan molekiillerden
olusmaktadir. Bunlar kofaktorler gibi kataliz olayina her zaman katilmazlar (Goziikara

1989).

Enzimlerin en oOnemli Ozelliklerinden birisi de reaksiyona oOzgiin olmalaridir.
Katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve iiriine donistiirdiikleri substratlara karsi son
derece spesifik molekiillerdir. Bundan dolay1 enzimler hiicre i¢i reaksiyonlarda higbir
yan iriin olusturmaksizin etkilerini gosterirler. Hiicre i¢i reaksiyonlar enzim varliginda
saniyelik zaman diliminde ger¢eklesebilmektedir. Birim zamanda bir mol enzimin iiriine
dontistiirdiigii substratin mol sayisina turnover sayisi denir. Turnover sayist enzimlerin
katalizleme gii¢lerini gosteren bir ifadedir. Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak
belirlenir ve enzim iinitesi (E.U) cinsinden verilir. Enzim Unitesi, 25°C’de ve optimal

sartlarda 1 mikromol substrati 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktari, 1 enzim



tinitesi olarak kabul edilmistir. Spesifik aktivite, 1 mg protein basina diisen enzim
tinitesi olarak tanimlanir ve bu da enzimin safliginin bir dl¢iisiidiir (Lehninger 1982;

Bingél 1983).

Enzimler smiflandirilirken hem Kkatalizledikleri reaksiyon tipleri, hem de substrat
Ozgilliikleri dikkate alinarak bir smiflandirma gelistirilmistir (Koolman and R6hm
2003). Biitiin enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gore alti ana sinifa ayrilmis ve
bu simiflarda yer alan her enzim 4 rakamdan olusan bir enzim kod numarasi (EC) ile
ifade edilmistir. EC numarasinin ilk rakami enzimin alti ana siniftan hangisinde yer
aldigini, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu, liglincii rakam alici

grubu ve dordiincii rakam ise o serideki sira numarasini ifade eder (Yildirim vd 2010).

Enzimler 6 ana grupta siniflandirilir.

1. Oksidorediiktazlar: indirgenme ve vyiikseltgenme (redoks) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Bu grup onceden dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

oksigenazlar, peroksidazlar olarakta anilan enzimlerdir.

2. Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen digindaki gruplarin transferini
gerceklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu

gruptandir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin
bir su molekiiliiniin katilmas1 suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz,

glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler bu gruba dahildir.

4. Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi
gruplarin uzaklastirilldigi ve ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarmi katalizleyen enzimler bu

gruptandir.



5. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Molekiil i¢cinde oksidasyon-rediiksiyonu, grup transferini ve
cifte bag olusumunu gergeklestirirler. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan

enzimler bu gruptandir.

6. Ligazlar: ATP’nin hidrolizi yardimiyla agiga c¢ikan enerjiden yararlanarak iki

molekiilii baglayip sentez yapan enzimlerdir (Yildirim vd 2010).

Canli organizmalardaki reaksiyonlarda enzimatik kataliz sarttir. Biyolojik olarak uygun
kosullarda katalizlenmeyen reaksiyolar, son derece yavas ilerlerler. Genellikle biyolojik
molekiiller, notral pH, orta derecede sicaklik ve hiicre i¢i sivi ortaminda ¢ok
kararlidirlar. Ayrica biyokimyasal bir¢ok tepkime, reaksiyon icin gerekli olan iki veya
daha fazla molekiiliin carpismasi ya da kararli olmayan yiiklii aracilarin gegici olusumu
gibi hiicre ortaminda olanaksiz veya tercih edilmeyen kimyasal olaylar1 gerektirirler

(Lehninger 2005).

Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayirict 6zelligi; aktif bolge olarak adlandirilan
enzim tizerindeki simirlandirilmis 6zel bir cep ya da bir bolgenin i¢inde meydana
gelmesidir. Aktif bolgeye baglanan ve enzimin iizerinde aktivite gosterdigi molekiil,
substrat olarak adlandirilir. Aktif bolge yiizeyi, yan gruplar1 substrata baglanan ve
bunun kimyasal transformasyonunu Kkatalizleyen amino asit kalintilariyla

olusturulmustur (Lehninger 2005).

[k olarak 1880°de Adolphe Wurtz tarafindan varh@ gosterilmis olan enzim-substrat
kompleksi; enzim aktivitesinde merkezi bir rol oynar. E-S kompleksi, ayn1 zamanda
enzim mekanizmalarinin teorik tanimlanmasi ve enzimle katalizlenen tepkimelerin

kinetik davranisini agiklayan matematiksel islemler i¢in baslama noktasidir (Lehninger

2005).



Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds
Actwe site e r
Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Sekil 1.1. Anahtar kilit modeli

Kinetikler, enzim mekanizmalariin ¢aligmasi i¢in énemli bir yontemdir. Birgok enzim
ortak baz1 kinetik 6zelliklere sahiptir. Substrat degisimi artarken sabit degisimdeki bir
enzimin katalitik aktivitesi, ES kompleksi olusturan biitiin enzimlerde esansiyel olan
karakteristik maksimum hiz olan Vpa’a yaklagsmak i¢in hiperbolik bir bigimde artar.
Yart hiz Va1t veren substrat degisimi bir substrati etkileyen her bir enzim igin

karakteristik olan Michaelis Menten sabiti Ky, dir. Michaelis Menten esitligi sudur:

VmaX [S]
Ky + [S]

V =
Bu esitlik, bir enzimatik tepkimenin ilk hizinin substrat degisimi ve Ky (enzimin
substrata ilgisini gdsteren sabit) sabiti lizerinden Vna ile iliskili oldugunu anlatir. Ky ve

Vmax’1n her biri Olciilebilir. Bu sabitler farkli enzimler i¢in farkli anlamlara sahiptir

(Lehninger 2005).

Enzimatik reaksiyonlarin hizi yani aktivitesi ise; pH, sicaklik, enzim ve substrat
konsantrasyonu, iyonik siddet, inhibitor ve aktivatorlerin varligi gibi pek c¢ok
faktorlerden etkilenmektedir (Yildirim vd 2010). Bu reaksiyonlarin hizin1 azaltan veya
enzimlerin kataliz gorevlerini yerine getirmelerinin tamamen engelleyen maddelere

inhibitor denir. Enzimlere baglanabildikleri halde, substrat gibi hareket etmeyen ve iiriin



olusturmayan bu maddeler, enzimin katalitik gorevini yerine getirmesini engeller. Bu
olaya da inhibisyon denir (Giirdol ve Ademoglu 2010). Enzimatik aktivitenin
inhibisyonu biyolojik sistemlerde basgli basina bir kontrol mekanizmasini olusturur.
Birgok ilaglar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarin1 bu yolla gerceklestirirler. Inhibisyon

olayindan ayn1 zamanda enzim etki mekanizmalarinin incelenmesinde de faydalanilir.

Inhibisyon, déniisimlii ve doniisiimsiiz olmak iizere iki sekilde siniflandirilir.
Doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir veya zor
ayrigabilen bir kompleks olusturur. Doniisiimsiiz inhibisyonda Vmax (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky (enzimin substrata ilgisini

gosteren sabit) degismeden kalir.

Doniistimlii inhibisyonda ise enzim-inhibitdr kompleksi hizla ayrisabilir 6zellikle bir
denge hali s6z konusudur. Doniisiimlii inhibisyon; yarismali (kompetitif), yarismasiz
(nonkompetitif), yar1 yarismali (unkompetitif) ve lineer karisik tip (mixed) inhibisyon

olmak tizere dort kisma ayrilir.

Yarismali inhibitor, yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir.
Boylece enzimin substrata baglanmasi engellenmis olur. Fakat substrat
konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin V. degeri

degismezken Ky degeri artar.

Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda, inhibitér ve substrat enzim molekiiliine ayni
anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni bolgesine olmadigin1 gosterir.
Yarigmasiz bir inhibitdr, etkisini; bir enzimin turnover sayisini, yam Kkatalitik
aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarisma s6z konusu
degildir. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon ortadan kaldirilamaz.
Enzimin V. degeri azalirken Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor, farkli bolgelere

baglanabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana gelir.



Yar1 yarismalt (unkompetitif) inhibisyon c¢esidinde ise inhibitor serbest enzime
baglanamaz. Sadece (ES) kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari
yarismal1 inhibisyona nadir rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler i¢in
gegcerlidir. Enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yari
yarigmali inhibitdriin varliginda Ve azalir. EST kompleksinin olusumunun vasitasiyla
ES kompleksi ortamdan siirekli ¢ekildiginden enzim substratta ES kompleksinin olusum

dengesini daha fazla saga kaydirir ve Ky degeri kiigtiliir.

Lineer karisik tip inhibisyon yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir tiirii
olup doniisiimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda enzim, substrat ve
inhibitoriin baglanma denge sabitleri farklilasmaktadir. Birgok multienzim sistemi net
reaksiyon hizlarmi kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda
seri reaksiyonlarin son iirlinii belirli bir konsantrasyona eristiginde sistemin ilk enzimini
veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere “allosterik enzimler”
denir ve bu olaya da “feed—back” inhibisyonu ad1 verilir. Birden fazla polipeptit zinciri
ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitdrlerin enzime baglanmasiyla degisik alt
birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesimlerle allosterik inhibisyon olay1
meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere “modiilator” denir (Lehninger

et al. 2005).

1.2. Glutatyon S- transferaz Enzimi

GST seklinde sembolize edilen Glutatyon S-transferaz (E.C.2.5.1.18) enzimi,
detoksifikasyon metabolik yolunda, suda c¢oziinlir son iirlin olan merkapturik asit
olusumundaki ilk basamagi katalizleyerek, homeostasisi saglayan ¢ok islevli bir
enzimdir. GST tarafindan katalizlenen bu ilk basamakta, Glutatyon (GSH) ile endojen
ve eksojen hidrofobik elektrofillerin baglanmasi gerceklesir. GSH, GST enziminin
caligabilmesi icin tepkime ortaminda mutlaka bulunmalidir. GST enzimi, GSH bagiml
calistig1 icin, GSH’a kosubstratta denmektedir. GSH disindaki diger substratlar, oldukca
genis bir yayilim gosterdiklerinden dolayi, GST enzimi, kismi substrat 6zgiilliigi

gosteren bir enzimdir.



GST enzimi; memelilerde, boceklerde, baliklarda, bitkilerde, Crustacea’da, Planaria’da
ve mikroorganizmalarda ve bu organizmalarin baz1 dokularinda oldukg¢a yaygin olarak
bulunmaktadir. GST’nin en sik rastlandig1 dokular basta karaciger olmak tizere bobrek,
incebagirsak, kalinbagirsak, akciger ve meme gibi organlardir. GST enzimi, bu
organlarin sitosollerinin total protein iceriginin %5’ini olusturmaktadir. Bu organlarda
yilksek oranda bulunmasinin nedeni; s6zii edilen organlarin disaridan alinan

ksenobiyotikler ile dogrudan temas halinde bulunmalaridir.

GST izoenzimleri, hiicredeki lokalizasyonlarina gére 4 gruba ayrilmaktadir.

Sitosolik alfa sinifi izoenzimler (GST «)
Sitosolik mii sinift izoenzimler (GST p)
Sitosolik pi sinift izoenzimler (GST m)

Mikrozomal izoenzimler (m GST)

GST izoenzimleri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve dokularin oksidatif zarardan
korunmasi i¢in onemlidir. Bu enzimler, kemoterapik ilaglar, ¢evresel karsinojenler,
endojen molekiiller olmak iizere ksenobiyotiklerin genis bir spektrumunu detoksifiye
ederler. Ksenobiyotiklerin enzimatik detoksifikasyonu 3 farkli fazda gergeklesmektedir.
Faz I ve II lipofilik degisimi igerir. Faz III’de daha fazla suda eriyebilen nonpolar
ksenobiyotikler ve dolayisiyla daha az toksik olan metabolitler hiicreler tarafindan daha
kolay elemine edilirler. Genel olarak Faz |, sitokrom P450 sistemi tarafindan
katalizlenir. Faz Il enzimleri, aktif hale getirilen ksenobiyotiklerin indirgenmis
glutatyon, UDP-glukuronik asit veya glisin gibi endojen olarak suda eriyebilir substrata
konjugasyonunu katalizler. Ayrica transport ve organik anyonlarin yiikseltgenmesi gibi

biyosentetik role sahiptirler (Autrup 2000; Sheehan et al. 2001).

Mikrozomal GST, basta karaciger olmak {izere, birgok dokuda membrana bagli olarak
ve yliksek miktarlarda bulunmaktadir. Sican karaciger endoplazmik retikulum ve dis
mitokondri membraninin toplam protein igeriginin %3-5’in1  olusturmaktadir

(Morgenstern et al. 1987).



Mikrozomal GST enziminin membranda yerlesmesinin baglica 3 nedeni olabilir:

1. Cogu ksenobiyotik, olduk¢a hidrofobiktir ve hiicrenin belirli ¢oziinebilir proteinlerin
baglanma yanlar1 ve membranlarini i¢eren hidrofobik kisimlarda yerlesmislerdir. Sican
hepatositindeki endoplazmik retikulum, hiicre membranini %50’sini olusturmaktadir.

2. Sitokrom P450 sistemi tarafindan ksenobiyotik metabolizmasi esnasinda olusan,
halen hidrofobik olabilen reaktif ara iriinlerin bircogu, endoplazmik retikulum gibi
hidrofobik kisimda yerlesmektedir. Mikrozomal GST, boyle elektrofilleri, sitosolik
GST’den daha kolay etkileyebilmektedir.

3. Membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri arasindaki ¢ift baglar,

oksidasyona ¢ok duyarlidir. (Morgenstern et al. 1987)

Sitosolik GST’ler pek ¢ok endojen ve eksojen elektrofilik bilesenin glutatyon ile
konjugasyonunu katalizleyen ¢ok fonksiyonlu dimerik proteinleri i¢ine alan bir ailedir.
GST’ler ayrica hidrofobik molekiiller, demir, safra asitleri, bilirubin, polisiklik
hidrokarbonlarin hiicre igine baglanmasi ve transportunda gorev alirlar. Prostoglandin
ve leukotriene biyosentezine katilirlar ve toksik hidroperoksitlerin eliminasyonunda
anahtar rol oynarlar. Ayrica GST hiicrenin antikanser ilaglara, herbisitlere ve pestisitlere
karst direncini saglamaktadir. GST pek ¢ok prokaryot ve biitiin 0karyot hiicrelerde
bulunmaktadir. Sitosolik formlar1 ¢ok fazla olan GST’nin, simdiye kadar 6 sinifi
karakterize edilmistir. Alfa, pi, mii, teta, beta, sigma. Biitiin sitosolik GST’lerin
homodimer ya da heterodimer alt initelerinin molekiiler agirhiklart 23-27 kDa
arasindadir. X-151m1 kristolografisi analizlerine gore o, p, m, B, 6 GST monomerleri
yapisal olarak benzer organizasyondadir Iki domaini birbirine baglayan kisa aminoasit
artiklarindan olusur. Domain I (GSH baglanma bolgesi=G bdolgesi) proteinin N terminal
bolgesinde bulunur ve o/f yapisindadir. Domain II ise (H bolgesi), pek ¢ok hidrofobik
yapinin baglandigi bolgedir (Bucciarelli et al. 1999).
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B: Mu C: Omega

Sekil 1.2. Sitosolik GST enzimleri (Nilsson 2001)

Inoue et al. 1999 yilinda erkek farelerde giinlilk 24 saatlik peryotta GST aktivitesini
incelemislerdir. CDNB’ye kars1 en yiiksek GST aktivitesi saat 13.00 ve 21.00’de tespit

edilmistir.

Enzimlerin yapisina katilan aminoasitlerin kompozisyonu olduk¢a &nemlidir. insan ve
sican GST enzimlerinde, en fazla bulunan amino asitler aspartik asit, glutamik asit ve
16sindir. Triptofan ve sistein aminoasitleri ise, siganda ¢ok diisiik miktarlarda

bulunurken, insanda hi¢ bulunmamaktadir.
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Cizelge 1.1. GST Enziminin Aminoasit Analizi (mol basina) (Fleischner et al. 1976)

Aminoasit Sican Insan Aminoasit Sigcan Insan
Alanin 25 27 Losin 48 58
Arginin 22 23 Metionin 9 13
Aspartat 41 34 Prolin 21 21
Fenilalanin 19 18 Serin 19 20
Glisin 20 20 Sistein 5 -
Glutamat 44 52 Tirozin 18 18
Histidin 6 6 Treonin 12 6
Izolosin 20 28 Triptofan 8 -
Lizin 35 44 Valin 18 14

Her enzimin yapisinda, 06zgiil oldugu substratinin baglanabildigi bir veya birkag
katalitik bolge bulunmaktadir. GST enzimi birden fazla substrati taniyabilme
ozelliginden dolayi, kismi 6zgiillik gdsteren bir enzimdir. GST enzimi iki substrat

baglama bolgesine sahiptir.

1. G Bolgesi: GSH kosubstratina 6zel olan ve GSH’1n baglandig1 ceptir. GST’nin G
bolgesi ile GSH interaksiyonunun 6ne siiriilen modeline gore; GSH’1n yapisina katilan
glutamat aminoasidinin amino (NH3) ve karboksil (COOH) gruplar1i ve glisin
aminoasidinin karboksil grubu ile GST enziminin G bolgesindeki aminoasitler arasinda
meydana gelen hidrojen baglari ile bu boélgeye baglanma gergeklesmektedir. GSH’un
tiyol grubu (SH), cebin agik olan kismina doniik olarak yerlesmistir. Cilinkii diger
substratlara baglanan grup, bu tiyol grubudur. GST enziminin GSH ile konjugasyonu
icin tiyol grubunun pozisyonu ¢ok Onemlidir. Dolayisiyla L-sistein’in, D-Sistein,
Lhomosistein ve L-penisilamin ile substitusyonu sonucu olusan GSH analoglari, GST
icin kosubstrat olarak GSH ile yer degistirme kapasitesine sahip degildir. Bu analoglar
GST tarafindan kullanilmamaktadir. Ciinkii GST’nin  baglayacagi substratin
secilmesinde tiyol grubu 6nemli rol oynamaktadir. Aktivitenin tam kaybina neden olan,

GSH molekiiliiniin tek grubu; tiyol grubudur (Anton et al. 1990).
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2. H Bolgesi: Hidrofobik elektrofilik substratlarin, GST enziminin katalitik
merkezinde bagladig1 hidrofobik bolgedir. Nishihira et al. (1995b), GSH ve CDNB
substratina karst olan katalitik aktiviteyi kompetatif sekilde inhibe eden bir GSH
analogu olan S-[2- (2-floro-4-nitrofenoksi)etil]glutatyonu kullanarak gerceklestirdikleri
calismada, sican karaciger GSTn enziminin elektrofilik substrat baglanma bdlgesini
ortaya konmustur. Calismalar GSH analogunun, G ve H bolgelerini iceren aktif bolgeye
spesifik olarak baglandigin1 gostermistir. Analogun GSTrn ile tepkimesinden sonra
aminoasit dizi analizi yapildiginda, aktif bolgenin 122-128. aminoasitleri (Ala-Leu-Pro-
Gly-Xaa-Leu- Lys) igerdigi gozlenmistir. Yine GSTz’nin H bolgesinde His 126
kalintisinin  bulundugu disiiniilmektedir. Sican GSTn izoenziminin C terminal
bolgesinin roliinli arastirmak i¢in karboksipeptidaz A ve B ile delesyona ugratilarak
yapilan bagka bir calismada, bu bolgenin 201. ve 209. aminoasit kalintilar1 arasinda
oldugu ortaya konmustur (Arg-Pro- lle-Asn-Gly-Lys-GlIn). Karboksipeptidaz aktivitesi
ile bu yedi aminoasit ¢ikarildiginda, Katalitik aktivite %35 oraninda azalmistir. Bu
bolgedeki 9 aminoasit ¢ikarildiginda ise aktivite tamamen kaybolmustur. Veriler C
terminalinin, aktif bolge konformasyonunun stabilizasyonunda énemli rol oynadigini
gostermektedir. Bir baska ¢alismada Tyr 108’in Phe ile yer degistirmesinin Ky degerini
14 kat azalttig1 gozlenmistir. Fakat H bolgesinin substrat affinitesi degismemistir. Tyr
108’in OH grubunun rolii, GSH’un elektrofilik substrat ile konjugasyonu gibi kimyasal
bir basamak igin transisyon durumunu korumak olabilir (Lo Bello 1997). Orozco et al.
(1997), serbest enerji perturbasyon tekniklerini kullanarak yaptiklart ¢aligmada, Tyr
7’nin roliintin su molekiilleri ile hidrojen bagi araciligi ile hidratlasarak, tiyolat

anyonunu stabilize etmek oldugunu ortaya koymuslardir.

Boceklerdeki GST enzim ailesi, insektisitlerin toksik etkilerine karsi temel bir savunma
sistemi olarak bilinir. Ornegin Musca domestica’da organofosfat grubu insektisitlere
direngli mutantlarin GST’nin yiiksek seviyelerine sahip oldugu bulunmustur (Zhau and
Syvanen 1997). Plapp tarafindan 1984’te Musca domestica’nin 2. kromozomunda
lokalize olmus olan genlerin organofosfatli insektisitlere karst direng gosteren, GST nin

ekspresyonunu kontrol ettigi gosterilmistir (Kence 1998).
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Sandermann (1992), bitkilerin yabanci kimyasallari transformasyon, baslica oksidasyon
ve hidroliz (faz I), bunu takiben konjugasyon (faz II) olmak iizere 3 basamakta

metabolize ettigini ileri stirmiistiir.

Suzuki et al. (1993) yaptiklar1 galismada, ¢esitli insan GST genleri ve pseudogenleri
kodlayan genomik DNA’y1 izole etmislerdir. Buna gdre biitiin genler, siganlardaki o
smifi genlere benzer olarak esit uzunluktaki 7 eksonun baglanmasindan olusmustur.
GST Al geni, yaklasik 12 kb. uzunlukta ve diger a gen dizisine yakindir. Pseudogenin
ekson 7’si ve GST Al geninin ekson 1’1 arasindaki 17 kb.’lik intergenik bdlgenin tiim
dizisi belirlenmistir. Karakterize edilmemis bir GST o’y1 kodlayan ilave bir gen
belirlendi. Bu genden olusan protein, GST Al izoenzimine kiyasla 19 aminoasit
substitusyonuna sahiptir. Ayrica tek bazli veya tiim ekzon delesyonlu pseudogenler

belirlenmistir.

Menegon et al. (1998), GST polimorfizmi ve Parkinson hastaligi arasindaki iliskiyi
inceleyen ¢alisma yapmuslardir. Parkinson hastaligi, nérotoksin ve pestisitlerin neden
oldugu bir hastaliktir. Pestisitleri de i¢ine alan ksenobiyotikleri metabolize eden GST 1n

Parkinson hastalig1 patojenezisinde 6nemli rolii olabilir.

1.2.1. GST enziminin gorevleri

GST enzimi, ksenobiyotikler ve belirli endojen bilesikleri i¢eren elektrofillerin, GSH ile
kovalent baglanmasini saglayarak detoksifikasyonuna yardimer olur. Ayrica besinlerle
alman toksik maddelerin, metabolik islemleri sirasinda, alinan besinlerin, besinsel
degerlerini kaybettirmeksizin eliminasyonunu saglamaktir. En 6nemli gorevi; GSH’in
tiyol (-SH) gruplarina baglanma seklinde, ksenobiyotiklerdeki reaktif elektrofilik
merkezlerin detoksifiye edildigi tepkimeleri katalizlemektir (Habig et al. 1974).

GST enziminin diger 6nemli gorevi; prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin,
safra tuzlar1 ve yag asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak, tasinmasina

yardimci olmaktir. GST, nonspesifik bir hidrofobik bir baglanma bdlgesine (H bolgesi)
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sahip oldugu i¢in, nonpolar molekiiller i¢in intraselliiler baglanma proteini olarakta rol
oynamaktadir (Boyer 1989). GST’nin bir¢ok formuna nonsubstrat ligandin baglanmasi,

genelde enzimatik aktivitenin kaybi ile sonuglanmaktadir.

GST enzimi; klorambusil, melphalan, siklofosfamid ve mitoksantren gibi c¢esitli
antikanser ilaglar, hormonlar, hidrokarbonlar ve diiiretik ilag olan etakrinik asit gibi
endojen metabolitleri GSH ile baglayarak, suda daha kolay ¢oziiniir hale getirmekte,

idrar ve safra yoluyla atilimini kolaylastirmaktadir (Arias and Jacoby 1976) .

Ayn1 zamanda reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tiir
bilesikleri birbirine kovalent baglayarak da onleyebilmektedir. Ligandlarin birgogu,
karacigerde GST enzimine bagli olarak bulunmaktadir. Dolayisiyla GST varliginda,
bazi ligandlarin serbest halde bulunusu engellenerek, steroid gibi toksik bilesiklerin
karacigere verecegi zararlar ortadan kaldirilmis olur (Puchalski and Fahl 1990). GST,
cok sayida reseptor molekiiliine, siilfiir grubunu aktarabilir. Bu ksenobiyotik akseptdrler
icerisinde, nitrojenli, halojenli bilesikler, organofosfatlar (pestisitler dahil), polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi bilesikler yer almaktadir. Ayrica GST, oksijen varliginda
lipid ve DNA’da meydana gelen zararli uglari, DNA hidroperoksitlerin son metabolik
tirlinlerini, alkenol ve endojen elektrofil bilesikleri detoksifiye etmektedir (Arias and
Jakoby 1976).

Di llio et al. (1995), florodifen, fenarimol, asiflorfen, 2,4-D, metilparation, paraquat ve
pyrazophos’un o, p ve m smifi GST enzimleri tarafindan baglanmasimn 2-p-
toluidinilnaftalen-6-siilfonat (TNS) floresans inhibisyon teknigini kullanarak,
belirlemislerdir. Her 3 enzim de pestisitleri baglayabildigi halde, p sinifi daha yiiksek

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

GST enziminin etki seviyesi; organlarin toksik ajanlara karsi korunmasinda oldukca
onemlidir. Pek ¢ok GST uyaricist fenoller, N-heterosiklik bilesikler, oltipraz gibi

dithiothiones bilesikler bir¢ok antikanser ilacinda kullanilmaktadir. Bunlarin yol actig1
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etki, hiicreleri 6nemli olgiide oksidatif strese maruz birakabilir ve GST enzimi, hiicreleri

bu oksidatif strese karsi koruyor olabilir (Cho and Kim 2000) .

2GSH GSSG 0 SG  OH

/O_O\ ¥> /OH R’ ‘Rl
R H R+ M0 R R
Hidroperoksitlerin indirgenmesi Epoksitlerin indirgenmesi

? ? O
Steroidlerin izomerizasyon

HO HO H

R R

Baslangi¢ reaksiyonlari

GS: C|)
N\ NO, SG -
2

—_— + Cl—

NO,
NO,

Aromatik substitiisyon reaksiyonlar1

Sekil 1.3. GST enziminin gorevleri (Nilson 2001)
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Aniya and Daido (1993), siganda t-butil hidroperoksit, cumene hdroperoksit ve linoleik
asit hidroperoksitin, karaciger mikrozomal GST enzimi {izerine etkisini ¢aligmislardir.
Veriler, mikrozomal GST’in GSH’un varliginda veya yoklugunda, daha organik

hidroperoksitler tarafindan aktive edildigini géstermistir.

1.2.2. GST enziminin substrat 6zgiilliigii

GST enzimi, oldukca genis bir substrat Ozgiilligli gostermektedir. Bir enzimin
ozgilligl, aktif bolgesinin, stereospesifik konfigurasyonundan ziyade, lipofilik bir
bariyer veya bir uyarilma bariyeri tarafindan korunmasina baghdir. Bu durum genis

substrat 6zgiilliigiini agiklar.

1-kloro 2,4-dinitrobenzen (CDNB) ve p-nitrobenzilklorid, GST enzimi igin iyi
substrattir. GST enzimi bu 2 substrata karsi oldukga yiiksek spesifik aktiviteye sahiptir.

GST enzimlerinin substratlarina, alifatik ve aromatik halojen nitrobilesiklerine karaciger
ekstrat1 diizeyinde rastlanir. GST enzimleri, bu bilesiklere kars1 kalitatif ve kantitatif

farkliklar gosterirler.

GST enzimi, substratin yapisindaki molekiillerin yer degistirmelerine de (substitusyon)
duyarhidir. Buna oOrnek olarak; GST’nin substitue Stirenoksit’lere karsi ozgilligi
verilebilir. Stirenoksit molekiiliiniin degisimi, substrat aktivitesinde azalmaya neden
olmustur. Bir nitro grubu veya halojen tarafindan fenil halkasinin monosubstitusyonu,
aktivitede %40-70 kayba neden olmustur. Bu gruptaki en zayif substrat, 4-fenil
stirenoksit’tir. Oksiran halkasinin 7. karbon atomundaki metil veya fenil substitusyonu,
aktivitede tamamen azalmaya neden olmustur. Cis durumu diisiik aktiviteye sahipken,

trans durumu yiiksek aktiviteye sahiptir.
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Wareing et al. (1993), yaptiklar ¢alismalarda o ve 7 sinifi GST enzimlerinin 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen’e (CDNB) karst direngli oldugunu, CDNB uygulamasi ile GST
aktivitesinin yaklasik 1.5 kat arttigini gostermislerdir. Ayrica, CDNB’ye direngliligin a
ve m smifi GST seviyelerindeki bir artis ile ilgili oldugunu, a ve m smifi GST
seviyesindeki artisin, gen amfilikasyonu veya artmis mRNA seviyelerinden degil,
MRNA kullanim1 veya protein stabilizasyonundaki degisimden kaynaklandigini 6ne

siirmiislerdir.

Sluis-Cremer et al. (1996), GST = {izerinde yaptiklari c¢aligmada, oksidatif
inaktivasyondan sonra bu enzimin dogal konformasyonunu geri kazanabilme yetenegine
sahip oldugunu tespit etmislerdir. GST n’nin hidrojen peroksit aracili oksidasyonun,
disiilfid baglarinin olusumu ile sonuglandigini, okside enzimin ditiyotreitol veya GSH
ile muamelesiyle, enzimatik yetenegin tekrar geri kazamildigim1 gérmiislerdir.
Ditiyotreitol uygulamasinin, enzimin hidrodinamik hacmini geri kazandirdigini, protein
molekiiliindeki sekonder ve tersiyer yapisal degisikliklerin ise halen mevcut oldugunu
gormiislerdir. Bu yiizden okside GST ve ditiyotreitol uygulanmis okside GST nin, dogal

enzimden daha az termostabil oldugunu ileri stirmiiglerdir.

SH
O @) H O
N

NH5* O
Sekil 1.4. Glutatyon molekiiliiniin yapist
Kimyasal formiilii - C7H17N306S
Fiziksel formu : Beyaz, kristal kat1
Molekiil agirligi : 307,33
Erime noktasi :192-195°C
Suda ¢oziiniirliik : Su, etanol, s1ivi amonyak, dimetilformamid de kolay¢oziintir

pH (10 g/L; H,0; 20°C) :3
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Glutatyon, GSH seklinde sembolize edilen ve kokoid iceren y-Glu-Cys-Gly dizili bir
trieptiddir. Ilk defa 1921 yilinda Hopkins tarafindan bulunmustur. 1935 yilinda ise
Harington ve Mead adli bilim adamlar1 tarafindan y-Glutamil-L-sisteinil-glisin halinde
sentezlenmistir. GSH bir¢ok hiicrenin 6nemli bir tiyol bilesigidir. Hiicrelerdeki derisimi,
0,1-10 mM arasindadir. GSH molekiiliindeki en 6nemli kimyasal aktif grup, tiyol (-SH)
grubudur. GSH molekiilii, 2 peptid bagi, 2 karboksilik asit grubu, 1 amino grubu ve 1
tiyol grubuna sahiptir. Yapidaki sistein aminoasidi diisiikk ¢Oziiniirliige sahiptir. vy-
Glutamil baglantisi, proteazlarin yikimima dayanikli molekiil olusturdugu i¢in, GSH
molekiilii, bir¢ok proteolitik aminoasidi yapidan ayirabilir. GSH molekiiliiniin
fizikokimyasal oOzelliklerinden birisi, Pirie ve Pinhey adli arastiricilar tarafindan
belirlenen proton ayrilma sabitleridir. Yapidaki 6nemli gruplarin pK degerleri soyledir

(Pirie and Pinhey 1929).

SH: 9,2 NHs: 8,6 COOH: 3,53 COOH: 2,12

GSH’m katildig1 tepkimelerde, 2 GSH molekiilii aralarinda 1 disiilfid bagi1 olusturarak
birlegsmekte ve okside glutatyon (GS-SG) meydana gelmektedir. GSH’un uzunlugu 15
A° iken, GS-SG’un uzunlugu 23 A°’dur. GS-SG, normalde bir hidrat olarak bulunan,
beyaz kristal bir katidir. Molekiil agirlig1 612,63 Da, erime noktasi 178-182°C’dir.

v-Glu — Cys —Gly

Gly — Cys — v - Glu

Sekil 1.5. Okside glutatyon (Nishino and Ito 1989)

Olusan GS-SG molekiilii, pentozfosfat yolunda sentezlenen NADPH®™ + H ile

rediiklenerek, tekrar GSH molekiiliine doniistiiriilmektedir. Hiicre toksik bir bilesik ile
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karsilastig1 zaman meydana gelen GSH’un, GS-SG’a doniisiimii olayi, toksik bilesigin
suda daha ¢oziiniir hale gelmesi ve son iiriin olarak merkapturik asit tlirevlerinin olusum
tepkimeleri, GSH bagimli enzimler tarafindan katalizlenmektedir (Aniya and Anders
1989).

Nishihira et al. (1995a), bir GSH analogu kullanarak, GST n’nin elektrofilik substrat
baglama bdlgesini incelemislerdir. Bu GSH analogu, GSH ve CDNB’ye karsi
kompetatif bir inhibisyonla katalitik aktiviteyi inhibe etmistir. Bu analog, muhtemelen
122-128. aminoasitleri igeren G ve H bolgesinin yer aldig: aktif bolgeye kovalent olarak

baglanmustir.

Zhang et al. (1998) gore; detoksifikasyon sisteminin dnemli komponentleri GSH, GSH
bagimli enzim ve GSH konjugati pompasidir. Bu sistemde bir GSH; antikanser ilag ile
daha az toksik ve suda daha kolay ¢oziinen GSH konjugatlari olusturmak icin
birlesmektedir. GSH konjugatlari, GSH konjugati pompast (GS-X pump) veya
multidrug resistance proteini (MRP) tarafindan hiicre disina atilmaktadir. Bu sistem ile

antikanser ilaglarin artmis detoksifikasyonu, ila¢ direngliligini dogrulamaktadir.

GST, GSH’1n aktivitesiyle daha reaktif tiyolat anyonu (GS-) olusturur. Herhangi bir
nedenle calisan bu mekanizma, organizmayi yiliksek oranda korumaktadir. GSH
baglanma bolgesinde Tirozin artiklart bulunur. (Tyr8, Tyr6 ve Tyr 7 a-, p-, m-
smiflarinda) (Patrick et al. 2001)

Inoue et al. (1999) gore; GSH seviyesi beslenmeden etkilenmektedir. Ayrica

besinlerdeki aminoasit igerigi de GSH seviyesini etkilemektedir.

Sheweita and Mostafa (1996); N-nitrozaminlerin farkli kimyasal formlarinin GSH, GSH
rediiktaz ve GST enzimi lizerine in vitro etkisini incelemislerdir. GSH seviyesinin
metilpropilnitrozamin ile %81 azalmis, dietilnitrozamin ile %50 artmis, etilmetil-

nitrozaminden etkilenmemis oldugunu tespit etmislerdir. Sonuglar, nitrozo grubunun
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substitusyonu seklinde kimyasal yap1 degisikliklerinin GSH metabolizleme enzim

seviyelerini degistirdigini gostermistir.

Ploemen et al. (1996) tarafindan alkol bagimlilarinin tedavisinde kullanilan bir ilag
olan, disiilfiram (DSF) ve onun rediikte formu olan dietilditiyokarbomatin (DDTC),
sican ve insan karaciger GST ile etkilesiminin reversibl inhibisyonu ve zamana bagh
inaktivasyonu c¢alisilmistir. En fazla duyarlilik, sistein i¢ermeyen, insan GST a 2-2
izoenzimindedir. Sonuglar 1 tiyol kalintisinin bu inaktivasyona katildigimi ve inaktif

GST*nin GSH veya ditiyotreitol uygulamasi ile geri ¢evrilebilecegini gostermistir.

Aniya and Daido (1993) si¢anda t-butil hidroperoksit, cumene hdroperoksit ve linoleik
asit hidroperoksitin karaciger mikrozomal GST enzimi {izerine etkisini ¢alismislardir.
Veriler, mikrozomal GST’in GSH’un varliginda veya yoklugunda, daha organik

hidroperoksitler tarafindan aktive edildigini gosterdi.

1.2.3. GST enzim metabolizmasi

1875 yilindan giinlimiize kadar yapilan ¢alismalar sonucunda, baz1 ksenobiyotiklerin L-
asetilsistein bilesikleri (merkapturik asitler) halinde safra ile atildiklar1 kanitlanmistir.
Bu baglamda ilk tepkime, GST ile katalizlenmektedir. Olusan GSH bilesiklerinden once
glutamat ve glisin aminoasidi ayrilmakta, sonra sistein kalintisinin serbest amino
grubunun asetilasyonu ile merkapturik asitlere metabolize edilmektedir. Merkapturik
asitler, suda ¢oziinebilen, idrar ve safra yoluyla viicuttan atilmaya uygun son {irtinlerdir.
Mekanizmada tepkimeye katilan element, niikkleofil olarak glutatyon tiyolattir (GS- ).
GS- , bircok substrat i¢in niikleofil olabilir. Tepkime, uygun bir tiyoeter olusturmak
lizere, yeteri kadar elektrofilik karbon atomuna GS-‘in atagi ile sonuglanmakta, bu
sekilde aktiflesen substrat (kimyasal madde-SG), GST katalizorliigiinde meydana
gelmektedir. Olusan GSH tiirevleri, enzimatik olarak sistein tiirevlerine
dontstiirilmektedir. Bu tiirevler asetillenerek, N-asetilsistein tiirevlerini meydana

getirmektedir (Pabst et al.1974).
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Bir merkapturik asit tiirevi olusturmayan organik tiyosiyanatlar durumunda, GS-; -C=EN
ve RS- kisimlarinin bagil polariteleri tarafindan belirlenen bir tarafa atak yapar. R
gruplarinin  elektronik karakteristigi, atak bdlgesine karar vermede rol oynar.
Alkiltiyosiyanatlar ve benziltiyosiyanatlar i¢in atak, ayrilan grup olarak siyanidli siilfiir
atomunadir. Nitrat esterleri durumunda ise, Glutatyon S-nitrat ile sonuglanan GS—‘in
hedefi elektrofilik nitrojendir. G6zlenen tirtinleri olusturmak i¢cin GS— ‘in ara {iirline 2.
ataglr s6z konusudur. Nitrogliserinin [ pozisyonundaki nitrat yer degistirir. Nitrit

meydana gelir (Habig et al. 1974).

Sigan ve insan homojen enzim preparatlari ile yapilan ¢alismalarda, onlarin her birinin
benzer biiyiikliikte bir baglanma proteini oldugu bulunmustur. Bu enzimler, c¢ok
yapigkan, baglayici karakterdedir. Baglanmayi etkileyen faktorler ligandin hidrofobik

bolgelerine veya molekiillerin benzer veya farkli olmalarina baglhdir.

GST enziminin bagladig: ligandlar, 3 gruba ayrilir:

1. Proteinlerle reversibl baglidir ve substrat degildir. (Bilirubin gibi)

2. Uygun bir reaktif merkezi tasiyan ve siki bagli GS- tarafindan atak yapilan bilesikler
(Substratlar)

3. Uygun reaktifler. Enzime bir kere baglanirlar ve protein ile kovalent bag olugumu ile

tepkimeyi yiiriitiirler. Ornegin; CDNB ile muameleden sonra olusan iiriin.

Enzimin ligandlar ile etkilesiminde, pasif rol oynadig: tartisilmaktadir. Bir goriise gore,
elektrofilik substratlarin baglanma noktasina yakin GSH’larin aktivasyonu, diger goriise

gore ise; GSH ve elektrofilik substratlarin yakinlasmasi olarak onerilmistir.

1.2.4. GST enzim aktivitesini etkileyen faktorler

a) Yas: Dogum sonras1t GST seviyesindeki artis hizli bir sekilde baglar ve 7 hafta sonra
erigkin seviyesine ulasir. Peters et al. (1995b), insan lenfositi iizerinde yaptiklari

calismada, GST-GSH sisteminin yaslanma ile azaldigini tespit etmislerdir. GST nin
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farkli izoenzimlerinin yas artis1 ile artis hizi ve artis donemleri birbirlerinden farklidir.
Temellini vd (1995), yaptiklar bir ¢aligmada, karaciger GST aktivitesi ve yas arasinda
zay1f fakat negatif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Ancak buna benzer bir

durum kalinbagirsak, renal korteks ve akcigerde gozlenmemistir.

b) Cinsiyet: GST aktivitesi erkek bireylerde daha yiiksektir. Karaciger ve bobrekteki
GST’nin erkek/disi oranlar1 farklidir. Kadinda renal korteks ve akcigerde GSH ve
CDNB konjugasyon hizi zayif fakat onemli derecede erkekten daha yiiksek oranda
gozlenmistir (Temellini vd 1995).

c) Doku Cesidi: GST enzim aktivitesi ksenobiyotik bilesiklere en fazla maruz kalan

karaciger, bagirsak, bobrek gibi dokularda oldukga yiiksektir.

d) Hormonlar: Cinsiyet farkliligina bagli olarak, hormon ¢esidi ve miktarindaki
farklilik GST aktivitesini etkiler. Carillo et al. (1995), insiilin ve glukagonun sigan
hepatosit GST enzimi {izerine etkisini incelemislerdir. Sicanda insiilin+glukozun
intraven6z uygulamasi sonucu hepatik sitosolik GST aktivitesi 30 dakikada %56
artarken, mikrozomal GST aktivitesinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.
Glukagon enjeksiyonu, hepatik sitosolik GST aktivitesinde %43 azalmaya sebep

olurken, mikrozomal GST’yi etkilememistir.

e) Beslenme: Aclik durumunda ve proteinden yoksun beslenme sonucu GST aktivitesi
azalmaktadir. Insanda glikosinolat igeren Crucifera tipi bitkilerin (Briiksel lahanasi gibi)
yiiksek miktarda tiiketiminin kanser riskini azalttig1 6ne siiriilmektedir. Briiksel lahanas1
tiketiminin duodenal, rektal ve lenfotik GST ve GSH seviyelerine etkisi arastirilmas,

sonucta GSTa ve & seviyelerinin arttig1 saptanmustir.

f) Patolojik Durum: Ozellikle karaciger dokusu hastaliklarinda, GST aktivitesi
degismektedir. Kronik hepatit C’li hastalar iizerinde GSTa izoenziminin klinik 6nemini
belirtmek i¢in, serum GSTa seviyeleri incelenmis ve hastalarin %93’iinde GSTa

indiiklenmistir. Enzimin artis seviyeleri, bu lezyonlarda olusan ilag direnclilik
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fenotipine katildigini gostermektedir. Nelson et al. (1995) GSTa ile lobiiler ve safra
kanali lezyonlar1 arasinda iliski oldugunu ve GSTo’nin serum aminotransferaz kadar

diagnostik bir 6neme sahip oldugunu gostermislerdir.

g) Tiir Farkhliklar:: Ksenobiyotiklerin yarilanma siireleri, organizmanin tiiriine gore
degismektedir. Bu durum detoksifikasyon enzimlerinin farkli tlirlerde degisen

miktarlarda bulunmasi ile agiklanabilir.

h) Kimyasal Faktorler: GST enziminin etkiledigi substrat, nonsubstrat ligandlar,
enzimi aktive veya inhibe edebilir. Bunun disinda detoksifikasyon metabolik yolu son

tirlinlerinin ortamda birikmesi, ortamin pH’si, 1s1, radrasyon vb. faktorlerde etkilidir.

1.3. Karayemis

Sekil 1.6. Karayemis meyvesi, karayemis tohumu, karayemis yapragi

Karadeniz Bolgesinin gozde meyvelerinden olan karayemis bitkisinin tabii yayilma

alan1 Karadeniz’in dogu bolgeleri, Kafkaslar, Toroslar, Kuzey ve Dogu Marmara’dir.
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Genel olarak 1liman iklim bolgelerinin meyvesidir. Bu bakimdan en iyi karayemisler

Karadeniz bélgesinin sahil kusaginda yetistirilmektedir (Islam 2002).

Insanoglu, gerek yiyecek, gerek tedavi amacli, gerekte ara¢ gere¢ yapimi amaglanarak
her zaman bitkilerle i¢ ice yasamaktadir. Karayemis meyvesinin, yapraginin ve odun
kisminin da birgok kullanim alan1 bulunmaktadir. Meyvesi taze olarak tiiketilebilir veya
receli, pekmezi, tuzlamasi, tursusu yapilabilir, kurutularak degerlendirilebilir. Tokluk
hissi verdiginden dolay1 diyet yiyecegi olarak kullanilabilir. Pasta, kek ve oOzellikle
hosaf ve kompostolara koku ve tat kazandirmak icin ilave edilebilir. Derine giden kok
yapist nedeniyle ¢ay ve findik bahgelerinin veya evlerin karayel yoniine dikilerek riizgar
kiran olarak kullanilir. 3-4 yash dallart Dogu Karadeniz Bolgesi’nde sepet yapiminda
kullanilmaktadir. Stk budanmaya uygun oldugu igin ¢it bitkisi olarak kullanilir (islam
2005).

Karayemigin saglik agisindan bir¢ok faydasi bulunmaktadir. Bu agidan halk
hekimliginde bircok alanda kullanilmaktadir. Hemoroite iyi gelir, idrar soktiiriir,
sigaraya kars1 isteksizlik dogurur, 6zsuyu egzamaya yarar, meyveler ¢ekirdekleriyle toz
edildikten sonra balla karigtirtlir, bronsite iyi gelir. Geligmesini tamamlayan taze
yapraklar elle toplanip destile edilerek eczacilikta kullanilan Laura Cerasin maddesi
elde edilir. Bazi ilaglara tat ve koku verici olarak kullanilir. Tas distiriiciidiir, spazm
coziiciidiir (sindirim sistemi). Karayemisin taze ve gen¢ yapraklarindan elde edilen
karayemis suyu halk hekimliginde yatistirici, okstiriik kesici, bulant1 ve karin agrilarini
dindirici olarak kullanilir. Uyku vericidir, kalp carpintisini gidermek ve kan sekerini
diisiirmek i¢in kullanilir. Kemik yapisimi gelistirir, kaslarin diizenli ¢aligmasini saglar.
Karayemisten elde edilen antioksidan, zararli olan oksidanlara karst viicudu korur.
Karayemisteki antioksidanlar alzheimer, diyabet, doku ve cilt hastaliklarina kars1 ve
vicuttaki hiicre yenilenmesi ile kansere kars1 etkilidir. Karayemis antioksidan
Ozelligiyle yasin ilerlemesiyle viicutta meydana gelen oksitatif zarar1 azaltarak

yaslanmayi geciktirir (Karadeniz 2004).
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Karayemis meyvelerinin diger bircok meyveden ayirt edilen karakteristik ozelligi
yenilen kisimlariin tat ve lezzetidir. Meyve eti degisik oranda tanen, flavonol gibi
maddeler ihtiva ettiginden burukluk, acilik tadi vermektedir. Burukluk tiplere gore
buruktan buruk olmayana degisen oranda bulunmaktadir. Tadin ac1 olmasi ise tliketimi
dogrudan olumsuz etkileyen bir faktordiir. Bu nedenle meyve etinde veya tohumunda
bulunan amigdalin miktar1 6nem arz etmektedir. Ayrica amigdalinin, hidrojen siyaniir

(HCN) igermesi 6nemini daha da artirmaktadir.

Halk arasinda tibbi bitki olarak bilinen ve kullanilan bitkilerin biiyiik ¢cogunlugu dogal
bitki toksinlerini de icermektedir ve bu bitkilerin fazla miktarda veya uzun siireli
kullanilmalar1 zehirlenmelere yol acabildigi gibi kanser gibi bazi hastaliklarin
tedavisinde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle bu bitkilerin igeriginin bilinmesi insan

saglig1 agisindan onem tagimaktadir.

Bu ¢alismada karayemisin meyve etinde bulunan Glutatyon S-transferaz enzimi afinite
ve jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilmig, karakterize edilmis ve enzim aktivitesi
tizerine  diklorvos, cypermethrin, imidacloprid, fenoxaprop-p-ethyl, Glifosat-
izopropilamin tuzu (N-(fosfonik asit) glisin) pestisitleri; Cd*?, Ni*?, Cu*?, Mg*?, Ca*
metal iyonlari; askorbik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), Sodyum dodesil

stilfat (SDS) ve benzoik asit gibi organik bilesiklerin inhibisyon etkileri incelenmistir.

1.4. Metal Iyonlari

Metaller dogada bol miktarda bulunan ve dogal bozulmaya direngli elementlerdir.
Metaller jeolojik ve biyolojik yollarla dogada hareket ederler. Yagmur sulari ile kayalar
ve maden yataklarindan ¢oziilerek akintilar ile topraga, nehirlere, denizlere ve
sedimente ulasir. Biyolojik dongii ise bitki ve hayvanlar tarafindan metallerin biriktirilip
besin zincirine katilmalarimi kapsar. Olii canlilarin ciiriimesi ile tekrar gevreye katilirlar

(Donkin et al. 2000; Goyer and Clarkson 2001).
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Canlilar igin hayati éneme sahip olan metallerin asir1 diizeyleri oldukca zararhidir. Insan
metabolizmasi i¢in gerekli olmayan metaller basta besinler olmak {izere su veya hava
gibi yollarla viicuda alinarak bir "metal yiikii" olusumuna sebep olmaktadirlar. Bu
metallerden bazilar1 (aliminyum, titanyum, krom, kalay, kursun ve kadmiyum gibi)
yasam siiresince viicutta birikerek onemli sorunlara olusturabilmektedirler (Denizli
2008).

Metallerin toksik ozellikleri {izerine arastirmalar son 20-25 yildir aktif bir sekilde
devam etmektedir. Hemen hemen tiim metaller belirli bir miktarin {izerinde
alindiklarinda toksik etki yaparlar. Hatta metallerin biiylik bir kismi, ¢ok diisiik
derisimlerde bile toksik etki yaptiklari igin saglik ve ¢evre agisindan ¢ok onemlidirler.
Bu adi gecen metaller As, Pb, Hg, Fe, Cd, Cr, Co, Ni, Be, Cu ve Mn'dir. Agir
metallerin zararsiz hale getirilmesinde selatlastiricilar kullanilir. Selatlastiricinin istenen
faydayr saglamasi; uygun metal baginin olugmasindaki ligand sayisiyla belirlenir

(Denizli 2008).

Agir metallerin toksisitesi; pH, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, meyvenin biiytikligiine
oranla ¢ozeltinin hacmi, ¢6zeltide bulunan tanecikler ve sinerjik etki gibi parametrelere
bagli olarak degisir. Suyun pH’s1 en 6nemli faktor olabilir. Tatli sular deniz suyuna gore
daha az tamponlanmistir. Agir metallerin destile ve yumusak sularda, sert ve bazik

sulara gore daha toksik oldugu sanilmaktadir (Mutluay ve Demirak 1996).

Fe, Ni, Cu, Zn, Co, gibi metaller iz metaller olarak bilinir ve akuatik organizmalarin
yasamlarmi sagliklt bir sekilde siirdiirebilmeleri i¢in diisiik miktarlarda mutlaka
alinmalar1 gerekir. Hg, Cd, Pb, Ag gibi metaller ise akuatik organizmalarin yagaminda
veya metabolizmalarinda 6nemli bir rol oynamayan ve ¢ok diisiik diizeylerde bile toksik
etki gosteren metallerdir. Bu yilizden giiniimiizde 6zellikle enzim aktivitelerini etkileyen

bu maddeler kullanilarak yapilan ¢alismalar popiileritesini korumaktadir (Sah 2007).
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1.5. Pestisitler

Pestisitler insan ve hayvan viicudu ile tarimda besinlerin iiretimi, tiiketimi, depolanmasi
sirasinda onlar1 bozan ve yok eden hasereleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilar
(pestleri) yok etmek icin kullanilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik savas maddeleri
olarak tanimlanmaktadir. Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi (EPA) pestisitleri
zararli, yikict veya sorun teskil eden hayvan, bitki veya mikroorganizmalari
uzaklastirmak, parcalamak, veya azaltmak ic¢in kullanilan herhangi bir madde veya

madde karigimi olarak tanimlamaktadir (Marrs and Balantyne 2002).

Pestisitler etkiledikleri organizma grubuna gore kendi aralarinda insektisitler (bocek
oldiiriictiler), fungisitler (mantar dldiirticiiler), akarisitler (akar 6ldiiriictiler), bakterisitler
(bakteri oldiirticiiler), herbisitler (yabani ot o6ldiiriiclileri) gibi farkli isimlerle,
birbirlerinden oldukg¢a farkli kimyasal yap1 ve Ozelliklere sahip yiizlerce bilesikten
meydana gelmistir (Karakaya 1992).

Pestisitler, etkili maddelerinin kokenlerine gore de gruplarina ayrilabilir:

1-Inorganik maddeler
2-Dogal organik maddeler
- Bitkisel maddeler

- Petrol yaglar1 vb.

3- Sentetik organik maddeler
-Klorlu hidrokarbonlar
-Organik fosforlular

-Diger sentetik organik maddeler (azotlu bilesikler, piretroidler)

Tiirkiye’de tarim ilaglar1 kullanimina, pestisit gruplarina gore bakildiginda; en dnemli
grubun %47 ile insektisit oldugu, bunu %24 ile herbisitlerin izledigi, fungusitlerin ise

%16 payr oldugu goriilmektedir. Pestisit satiglarinda organik fosforlular en biiylik
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pazara sahiptir. Baslica organik fosforlu aktif maddeler klorprifos, diazinon, diklorvos,
dimetoat, malation, metamidofos, metidatiyon, metil paratiyon ve karbamatlardir.

Bunlarin sadece %3l insan saglig1 iizerine etkisi agisindan test edilmistir (Delen vd

1995).
1.5.1. GST enzimi iizerine etkileri incelenen pestisitler ve ézellikleri

Karayemis meyvesinden saflagtirilan GST enzimi {izerine etkileri incelenen pestisitlerin

bazi 6zellikleri agagida anlatilmaktadir.
1.5.1.a. Diklorvos

Diklorvos (2,2 diklorovinil dimetil fosfat, DDVP), renksiz amber renkte, aromatik
kokulu bir organofosfattir. Toprakta parcalanma yar1 émrii 1 giinden azdir. Suda az
¢oziinilir. Organik ¢oziiciilerin ¢goguyla karisabilir. Istya dayaniklidir; ancak su, kuvvetli
asit ve alkalilerde parcalanir. Diklorvos toprakta kaliciligi az olan bir maddedir. Alkali

toprak ve sularda parcalanmasi hizlidir (Kaya 2002).

Diklorvos, ambarlanmis hububat ve mamullerinde bugday biti, piring biti vb. gibi

zararllar i¢in kullanilir (Aydinoglu vd 2002).

(||) /CH3
Cl P—-O
/ I\
?O O-CHj

Sekil 1.7. Diklorvos molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.5.1.b. Cypermethrin

Cypermethrin sentetik piretroitlerdendir. Sentetik piretroitler kontakt ve mide zehiri
etkilidirler. Insektisit etkileri yiiksek, sicak kanlilara etkileri ise diisiiktiir. Bcekler bir
hizli etkili norotoksin gibi davranir. Kullanimi1 kolaydir, hedef dis1 canlilarda etkisi
yoktur. Giiglii 6ldiiriicii ve disiiriiciidiir. Mikrobiyal pargalanmaya ugrayarak cevrede

birikim yapmaz.

Cl Cl

Sekil 1.8. Cypermethrin molekiiliiniin yapisal formiili

1.5.1.c. Glifosat-izopropilamin tuzu (N-(fosfonik asit) glisin)

Kimyasal adi (N-(fosfonik asit) glisin)’dir. Genis spektrumlu bir sistemik herbisittir.
Aromatik amino asitlerin sentezinde gorev yapan enzimlerin inhibisyonuna sebep olur.
Sucul organizmalar i¢in ¢ok toksik, sucul ortamda uzun siireli ters etkilere neden

olabilir.

Ingilizce kimyasal adi: N-(fosfonometil) glylcine

Ingilizce ad1: Glyphosate
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OH
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Sekil 1.9. Glifosat-izopropilamin molekiiliiniin yapisal formiilii
1.5.1.d. Fenoxaprop- p-ethyl

Fenoksaprop-p-etil, patates, fasulye, soya fasulyesi, pancar, sebzeler, yer fistigi, keten,
yagli tohumlu kolza ve pamuk yillik ve ¢ok yillik yabani ¢im ve filizlenme sonrasi
kontrol etmek; (herbisit saglamlastirict mefenpir-dietil ile uygulandiginda) yillik ve ¢ok
yillik ¢im, yabani ot, bugday, ¢avdar, tritikale yabani yulaf ve bazi arpa gesitlerini

korumak i¢in kullanilir.

o =
»O
¥CH3

Sekil 1.10. Fenoxaprop- p-ethylh molekiiliiniin yapisal formiilii
1.5.1.e. Imidacloprid

Su anda diinyada en yaygin olarak kullanilan bir insektisittir. bir bdcek norotoksin
olarak hareket eder ve memeliler i¢in ¢ok daha diisiik bir toksisite ile bodceklerin
merkezi sinir sistemi lizerinde etkili neonikotinoidler diye adlandirilan kimyasal sinifina

ait bir sistemik insektisittir. Bocek sinir sistemindeki uyaranlarin iletimi engeller.
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Sekil 1.11. Imidacloprid molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6. Organik Bilesikler

Kimyasal bilesiklerin insan, bitki ve hayvan dokular1 tizerinde 6nemli etkileri vardir. Bu
calismada askorbik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), Sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve benzoik asidin karayemisten izole edilen glutatyon s-transferaz enzimi

tizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir.

1.6.1. Askorbik asit (C Vitamini)

Askorbik asit, suda eritilebilen ve bir¢ok gorevi olan bir vitamindir. Cogu hayvanlar ve
bitkiler, kendi C vitaminlerini glikozdan iiretebilirler. Insanlar, baz1 meyve yarasalar1 ve
insan benzeri primatlar C vitamini tretemediklerinden bunu besinlerden almak
zorundadirlar. Biitiin taze sebze, meyve ve etler bir miktar C vitamini igerir. Ancak C

vitamini 1s1ya hassas oldugundan pisirme esnasinda hizla bozulur.

HO
= I_—! O @)
Ho\/\g_f
HO OH

Sekil 1.12. Askorbik asit molekiiliinlin yapisal formiilii

1.6.2. Benzoik asit

Renksiz, kristal veya toz yapida kati bir maddedir. Gidalarda mikrobik bozunmay1

onlemek i¢in kullanilir. En ¢ok kullanildig1 alanlar meyve suyu, marmelat, recel, gazl
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icecekler, tursular, ket¢ap vb tirlinlerdir. Tiitiin ilaglamada ve diger bocek dldiirticii ilag

iceriklerinde yer alir.

OH

Sekil 1.13. Benzoik asit molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.3. Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)

EDTA laboratuvarda metal iyonlarin1 tutmak i¢in kullanilir. Biyokimya ve molekiiler
biyolojide 1iyon tiiketici olarak enzimlere kars1 kullanilir. Analitik Kimyada

compleksmetrik titrasyon, su sertligi maskeleyici ajanlar analizlerinde kullanilir.

o\\
C — OH
HoC
H
HO : N—CH, Hz_
/ \ N \
O CH,
HO
(@

Sekil 1.14. EDTA molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.4. Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Hiicre zarinda protein-protein, protein-lipit etkilesimlerini parcaladigi igin zar
proteinlerinin ¢oziilmesinde kullanilan bir biyolojik deterjandir. Poliakrilamid jel

elektroforezinde siklikla kullanilan, polianyonik ve denatiire edici bir deterjandir.
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Proteinlerin tasidig1 net yiikii maskeler, proteinlerin etrafini kaplayarak onlar1 negatif

yiiklerle ytikler.

Kapah formuli: C1oH25Na,SO4

Liofilik zincir Polar, hidrofilik ug

o

+

CH3CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2_ O—S— 6 Na

0

Sekil 1.15. SDS molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. KAYNAK OZETLERI

Simdiye kadar birgok canli tiiriinde ve bitki dokularinda farkli enzimlerin aktiviterine
bakilmis ve bazi enzimler i¢in de saflastirma, karekterizasyon ve kinetik caligsmalar
yapilmis ve elde edilen sonuglar literatiirde rapor edilmistir. Glutatyon S-transferaz

enzimi de iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan 6nemli enzimlerden bir tanesidir.

Elektrofiller ile glutatyonu baglayabilen enzimlerin var oldugu bagimsiz olarak ilk kez
Combes ve Stakelum ile Booth ve ekibi tarafindan acgiklandi (Combes and Stakelum
1961; Booth et al. 1961). Glutatyon S-transferazlar olarak bilinen bu enzim ailesi
genelde sitozolde bulunan temel faz 1l detoksifikasyon enzimleridir (Sheehan et al.
2001) ve bu enzimler son zamanlara kadar Kkatalizledikleri reaksiyona gore
adlandirilmistir (Peter et al. 1977).

Glutatyon S-aril transferaz

RX + GSH > GSG  + HX
0] Glutatyon S-epoksit transferaz (l)H SIG
/ \ -
R—C—C—R + GSH R—C—C—R
H H H H

Sekil 2.1. GST enziminin ilk zamanlar adlandirilmasi

Glutatyona elektrofilik substratlarin baglanmasin1 katalizlemenin yan1 sira bu
enzimlerin ayn1 aktivitesine de sahip olan bu enzimler hiicre 6liimlerine neden olan

H,0O; ye kars1 hiicreleri korurlar (Sheehan et al. 2001).

Enzimin pestisit, ilaglar ve kanserojen gibi yabanci maddelere karsi hiicreleri korudugu
diisiiniiliir (Huston 1976). Bugline kadar insan, fare, sigir ve tavsan gibi memelilerden
cok iyi bir sekilde saflagtirilmis olan glutatyon S-transferazlarin 6zellikleri detayli bir

sekilde karakterize edilmistir (lizuka et al. 1989).
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Ksenobiyotiklerin ¢ogunlugu biyolojik olarak aktiftir ve canlilarda fizyolojik
asamalarda degisimlere sebep olmaktadirlar. Bunlarin bir kismi lipid membranlarindan
gecebilen lipofilik bilesiklerdir ve canlilar bu taneciklerin viicuttan daha kolay
uzaklagsmasimi saglamak ig¢in bunlar1 elektrofilik metobolitlerine doniistiirmektedirler.
Lipofilik bilesiklerin polar metobolitlerine donistiiriilmesi iki metabolik fazda
gerceklesmektedir. Faz I reaksiyonlarinda tanecik yiikseltgenerek ya da indirgenerek
(- OH ve -COOH gibi) daha fonksiyonel gruplar olusturulmaktadir. Ana tanecikten daha
hidrofilik olan bu metobolitler Faz Il tepkimelerinde GSH gibi endojen bir subsratla
konjugasyonunu saglayan glutatyon S-transferaz enzimi araciligi ile viicuttan atilimlari

kolaylastirmaktadirlar (Ioannides 2002).

Glutatyon S-transferaz enzim ailesi ¢ok sayida, farkli bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu saglamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik substrat
baglanma bélgesinin varligi ve ¢ok sayida izoenzimin bulunmasidir. Boylece GST
karsinojenik bilesikleri, gevresel kirleticileri, ilaglar1 ve diger bir¢ok bilesigi substrat
olarak kullanmaktadir. GST, her biri, elektrofilik substrat igin ve GSH ig¢in birer
baglanma bolgesi tasiyan iki protein alt birimine sahiptir (Cnubben et al. 2001).

GST’ler ilk olarak sigan karacigerinde tanimlanmis ve daha sonra GST’nin farkli
subsrat spesifitelerine gore smiflandirilmasi yapilmistir. GST’leri epoksit transferaz, aril
transferaz, alkil transferaz, alken transferaz ve aralkil transferaz seklinde bes grup
altinda smiflandirmiglardir (Both et al. 1961; Boyland and Chasseaud 1969). Enzimin
birgok formunun saflastirilmasi ve bu formlarin yapisal 6zelliklerinin incelenmesiyle, i¢
ice gecmis substrat spesifitelerinin oldugu anlagiimistir (Pabst et al. 1973; Askelof et al.
1975). Bu sonuglar 1s181inda enzimin simiflandirilmasinda proteinin enzimatik 6zellikleri

yerine fiziksel ve yapisal dzellikleri esas alinmustir.

GST alt birimleri birbirinden bagimsiz alfa, mii, pi, teta, sigma olarak bes alt sinifa
ayrilmistir  (Ketterer et al. 1993; Neuefiend 1997). Ancak daha sonra yapilan
arastirmalar bu enzim ailesinin delta, beta, tau, zeta formlarinin da oldugunu

gostermistir  (Dixon et al. 2002). GST’nin alfa, pi ve mi formlart ilag
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metabolizmasinda, sigma alt birimi ise prostoglandin sentezinde Onemli rol oynar
(Rowsey et al. 2001). Zeta ve teta formlar1 hem bitkilerde hem de hayvanlarda
bulunurken tau ve pi formlari bitkiye spesifiktir (Dixon et al. 2002).

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda GST’ nin izoenzimlerinin farkli sekilde siiflandirilmasina
rastlanmaktadir. Bu izoenzimler izoelektrik noktalarina gore asidik, bazik ve ndtral
olmalarina gore 3 sinifa ayrilmiglardir. Her bir izoenzim dimerik yapida olup mol
kiitleleri sirasiyla 24,8, 26 ve 26,7 kDa olan alt birimlerden olusmustur. Ayrica
karacigerde dordiincti bir izoenzim olan mikrozomal GST izoenzimi bulunmustur
(Tiken 1993).

Sonraki yapilan c¢alismalarda GST enzimi, memelilerde, bdceklerde, baliklarda,
kuslarda, annelid, mollusk ve birgok mikroorganizmada bulunmustur. En sik rastlandigi
dokular, basta karaciger olmak iizere, ince bagirsak, kalin bagirsak, bobrek, akciger,
meme, kas, dalak, testis ve plasenta gibi bir¢ok organin sitozolii ve membraninda

bulundugu rapor edilmistir (Habig et al. 1974).

GST karaciger, bobrek, ince ve kalin bagirsak, akciger ve meme gibi birgok organin
sitozoliindeki proteinlerin %S5 ini olusturmaktadir (Smith et al. 1981; Hayes et al. 1989).
Bobrek; ksenobiyotiklerin ekstrasyonu ve detoksifikasyonunda onemli bir rol oynar ve
insan bobreginde GST'lerin anyonik izoenzimlerinin yanisira katyonik izoenzimleri de

belirlenmistir (Sherman et al. 1983).

Glutatyon S-transferaz enzimi daha ¢ok hiicrelerin sitozol kisminda bulunmaktadir.
Ancak, son zamanlarda yapilan arastirmalarda, karaciger hiicrelerinin mikrozomal
kisminda da glutatyon S-transferaz aktivitesine rastlanmistir. Bu kisimdaki enzim
mikrozomal membrana siki bir sekilde bagli ve sitozolik formundan farkli 6zelliklere
sahiptir (Boyer et al. 1985; Morgenstern et al. 1988).

Yapilan literatiir aragtirmalarinda GST enzimi birgok organizmada saflastirilarak

karakterize edilmistir. Ornegin, Gadagbui et al. (2000) kedi baliginin bagirsak
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mukozasindan GST enzimini afinite kromatografisi ile saflastirip karakterize
etmiglerdir. Enzimi, glutatyon- agaroz afinite kolonuyla 107umol/ mg spesifik
aktiviteye sahip %87 verimle 100 kat saflastirmislardir. Saflastirilan enzimin SDS-
PAGE ile molekiil kiitlesi 26,7 kDa olan iki alt birimden olustugunu (homodimer)
belirlemislerdir. Yaptiklar1 kinetik ¢aligmalarda ise enzimin subsratlart olan GSH ve
CDNB i¢in Ky degerleri sirasiyla 0,19 mM ve 0,43 mM olarak belirlediklerini rapor

etmislerdir.

Timorli ve timorli olmayan insan midesinde GST aktivitesi lizerine bazi agir
metallerin inhibisyon etkileri ¢alisilmistir. Yapilan calisma neticesinde agir metallerin

enzim aktivitesini azalttigi gozlenmistir (Demirdag et al. 2013).

Hindi karacigerinden GST enzimi afinite kromatografisi yontemiyle saflagtirilmis ve
bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.
Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 26 kDa , 24 kDa olarak belirlenmis ve enzimin
dogal halinin molekiil kiitlesi sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisiyle yaklasik
53 kDa bulunmustur. Enzim icin karakterizasyon ¢aligmalar1 da yapilmis ve sonuglar

rapor edilmistir (Akkemik et al. 2012).

Gokkusagi alabalik karacigerinden GST enzimi afinite kromatografisi yontemiyle
saflastirilmis  ve saflastirnllan enzimin izoformlar1 SDS-PAGE ve HPLC ile

belirlenmistir. HPLC sonuglarina gore enzimin farkli izofomlarinin molekiil kiitleleri

yaklasik olarak 25,5 ve 23,0 kDa oldugunu bildirmislerdir (Riol et al. 2001).

Glutatyon S-transferaz enzimi E.coli ekstraktlarindan %7,5 verimle yaklasik olarak
2.300 kat saflastirilmistir. Enzimin molekiil kiitlesi 45 kDa ve iki es alt birimden
olustugu goriilmiistiir. Enzimin subsratlart olan CDNB ve GSH i¢in Ky sabitleri
sirastyla 1,43 mM- 0,33 mM olarak belirlenmistir. Enzimin optimum pH degeri 7,0,
optimum sicaklik degeri 50°C ve stabil oldugu pH degeri 5 ten 11 e kadar olan genis bir
pH araligi olarak belirlenmistir (Iizuka et al. 1989).
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Huang et al. (2008) bir balik tiirii olan monopterus albus karacigerinden GST enzimini
afinite kromatografisi ile saflastirip karakterize etmislerdir. Enzimi, glutatyon- sepharoz
6B afinite kolonuyla 13,07 umol/ mg spesifik aktiviteye sahip %14 verimle 300 kat
saflastirmislardir. Saflastirilan enzimin SDS - PAGE ile molekiil kiitlesi 26 kDa olan iki
alt birimden olustugunu (homodimer) belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’ si1 7,0-
7,5 arasinda, optimum sicakligini 45°C olarak bulmuslardir. Yaptiklari kinetik
calismalarda ise enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB igin Ky, sabitleri sirasiyla 0,20
mM, 0,28 mM olarak Vnax degerleri ise 7,57 pmol/ mg, 15,68 pumol/ mg olarak
belirlemislerdir.

Hamed et al. (2004) yaptig1 bir ¢alisma da glutatyon s- transferaz enzimi Tilapya
(Oreochromis niloticus) baliginin karacigerinden glutatyon-sepharoz afinite kolonuyla
saflastirilmigtir. SDS- PAGE yardimiyla enzimin molekiil kiitlesini 25,460 kDa ve
enzimin optimum pH’sim1 8 olarak belirlemislerdir. Michaelis-Menten grafigi
yardimiyla enzimin subsratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Ky sabitlerini yaklasik olarak
0,35 mM ve 0,42 mM bulduklarini rapor etmislerdir.

Kefal baligi karacigerinden anyon degisim kromatografisi yardimiyla GST’nin 14
izoformu saflastirilmistir. Dimerik yapida bulunan her bir GST izoformunun alt

birimlerinin molekiil kiitleleri 23 ile 28 kDa olarak belirlenmistir (Barcena et al. 1997).

Cift kanatli sinek tiirii olan bactroceraxin 3 farkli gelisim evrelerinde GST enzimi
saflastirilmis ve karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Enzim aktivitesi lizerine bazi
ksenobiyotiklerin inhibisyon etkileri incelenmis ve sonuglar rapor edilmistir (Chen Er-
Hu et al. 2012).

Piring GST enzimi iizerine dnemli bir agir metal olan Cadmiyum (Cd*?)’ un inhibisyon
etkileri calisilmistir. GST enzimi piring kdkiindan afinite kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografileriyle saflastirilmis Cd’suz ve Cd’lu olmak iizere ¢alismalar yapilmistir.
Cd’lu calismada enzimin inhibe oldugu sonucuna ulasilmis olup sonuglar rapor olarak

sunulmustur (Chun-hua Zhang et al. 2013).
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Antiinflamatuvar ila¢ grubundan olan indometazinin sigan karaciger GST ve insan
eritrosit GST izozimleri tizerine in Vitro etkilerini incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda
bu ilacin sigan karaciger GST iizerine inhisyon etkisi yaptigr (Wu and Mathews 1983;
Nicholls and Ahokas 1984), ancak insan eritrosit izozimi olan pi aktivitesinde ise artisa

neden oldugu rapor edilmistir (Orhan 1994).

Insan kan serumdan GST saflastirilarak karakterize edilmistir. Yapilan calismada GST
enziminin optimum iyonik siddeti 2 mM potasyum fosfat tamponu, optimum pH s1 5,5,
optimum sicakligt 65°C olarak belirlenmistir. Ayrica aktivite dlgiimiinde kullanilan
subsratlart CDNB ve GSH i¢in Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 2,8 mM ve 0,43
nmol/min.mg; 4,11 mM ve 0,23 nmol/min.mg protein olarak belirlenmistir (Tiirkanoglu
2007).

Sigir eritrositlerinden GST enzimi saflastirilarak karakterize edilmis ve bazi
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Yapilan ¢alismada GST enzimnin %97 verimle
6800 kat saflagtirnllmigtir. Yapilan karakterizasyon c¢aligmalarinda ise optimum sicaklik
20°C, optimum pH :7, optimum iyonik siddet 0,1 M, stabil pH: 6,5, CDNB igin Ky, ve
Vmax degerleri sirasiyla 0,186 mM, 116 EU/ml; GSH i¢in 0,423 mM, 192 EU/ml olarak
bulunmustur. Enzimin molekiil kiitlesi ise 27 kDa olarak belirlenmistir (Glivercin
2008).

Gokkusagi alabalik eritrositlerinden  glutatyon s-transferaz  enziminin  afinite
kromataografisi ile saflastirilmasi, karakterizasyonu, bazi kinetik 6zelliklerinin
belirlenmesi, bazi metal iyonlar1 ve antibiyotiklerin enzim aktivitesi iizerine etkileri
calisilmistir. Yapilan ¢alismalarin sonuglarina bakildiginda, detoksifikasyon sisteminde
cok o6nemli rolii olan GST enziminin, metal toksisitesi ile aktivitesinde azalma meydana
geldigi gorilmiistiir. Tedavi amagh kullanilan antibiyotiklerin diisiik dozlarda bile

enzimi inhibe etmelerine dair bulgulara ulasilmistir (Comakli 2011).

GST enzimi Lactuca sativa’dan DEAE- sephacel ve glutatyon-sepharose kolon

kromatografisi ile %9,6 verimle yaklasik olarak 403 kat saflastirilmistir. Enzimin
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molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 23 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile yaklasik olarak
48 kDa olarak belirlenmistir (Hee-Joong et al. 2005).

Agir metaller, atiklarin bulundugu ortamlarindaki baliklar iizerinde, konsantrasyonlarina
bagli olarak toksik etki yaparlar. Bazi agir metaller (krom, kadmiyum), besin
zincirleriyle girdikleri canli biinyelerinden atilamadiklari i¢in baliklarda fizyolojik
olarak birikime neden olurlar ve biinyede belirli sinir konsantrasyonlarin agilmasi
halinde toksik etki yaparlar ve hatta 6liime neden olabilirler. Bu birikim baliklarin kan
parametrelerine de etki eder ve fizyolojik bozukluklara neden olur (Sehgal and Saxena
1986).

Plasental glutatyon S-transferaz (GST-m) enzimi zamaninda dogum yapmis hastanin
plasentasindan alinarak glutatyon-agaroz affinite kolonu yardimiyla saflastirilmistir.
GST-n 2.628 umol/mg dk spesifik aktivite ve %0,5 verimle 16 kat saflastiriimustir.
Enzimin substrat1 olan glutatyon (GSH ) i¢in Ky degeri 2 mM, Vax degeri 11,1 EU/mg
dk; kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB ) igin Ky degeri 0,55 MM, Vax degeri 35 EU/mg
dk olarak bulunmustur. Saflastirilan enzimin aktivitesi {izerine ilaglarin etkisinin
incelenmesi amaciyla yapilan calismalarda antibakteriyel bir ilag olan Ampisilinin,
enzim aktivitesini in vitro olarak %50-55 oraninda inhibe ettigi gozlenmistir (Celik et
al. 2003).

Dogada biriken ve canlilarda agir metal zehirlenmelerini olusturan Cd*? ve Mn*? metal
iyonlarmin si¢an karaciger GST enzim aktivitesi tizerine etkisi incelenmistir. CdClI, (2,5
mgkg™) ya da MnCl, (2,0 mgkg™) miktarlari tek doz olarak verildiginde, enzim
aktivitesi bir giin sonra %36 oraninda arttig1 rapor edilmistir (Casalino et al. 2004).

Metal iyonlarmin in vitro satlarda insan eritrositlerine etkilerini incelemek i¢in yapilan
bir calismada Cr*® metal iyonunun glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini anlamli bir
sekilde artirirken glutatyon rediiktaz aktivitesini azaltmakta oldugu, glutatyon S-
transferaz ve katalaz enzim aktivitelerinde ise bir farklilik olusturmadigi bulunmustur
(Al-Mustafa 2006).
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Orhan vd (1994) eritrosit GST aktivitesine lizerine aliiminyum, kursun ve kadmiyum
metallerinin in vitro etkilerini incelemek igin yaptiklari bir ¢alismada bu metallerin

yiiksek konsantrasyonlarinin enzimde inhibisyona neden oldugunu saptamislardir.

[nsan kan serumdan izole edilen GST enzim aktivitesi iizerine Cd*?, Hg*? ve Ni*? metal
iyonlarmin etkilerini incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada, bu metal iyonlarinin GST

enzimini inhibe ettikleri bildirilmistir (Ttirkanoglu 2007).

Detoksifikasyon enzim gen polimorfizmlerinin akut 16semi etiyolojisindeki rollerini
arastirmak amaciyla diizenlenmis bir ¢alismada GSTMI1 "null" allelinin akut 16semi
gelisiminde risk fakrorii olusturdugu tespit edilmistir (Sayitoglu vd. 2003; Altinpinar
2005). Tirk toplumunda akciger kanserli hastalar iizerinde yapilan bir arastirmada ise
yine Gstml "null" allel frekansi incelenmis ve buna bagl olarak GSTMI enzim
aktivitesinin olmadig1 bireylerde akciger kanseri riskinin fazla oldugu tespit edilmistir
(Aras 2001; Altinpinar 2005).

Menegon et al. (1998), GST polimorfizmi ve Parkinson hastaligi arasindaki iliskiyi
incelemek igin yaptiklari ¢alismada, GST’in Parkinson hastalig1 patojenezisinde 6nemli

roliiniin olabilecegini bildirmislerdir.

Prostat kanserli hastalarda polimorfik GSTT1, GSTMI1 ve GSTP1 enzimleri ile hastalik
arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bulgulara ulagilamamistir (La
Creis et al. 2003). Ayrica GSTT1 enzim aktivitesi olmayan bireylerde akciger kanseri
gelisme riskinin ii¢ kat fazla oldugu rapor edilmistir (Hou et al. 2001).

Baz1 elektrofilik bilesiklerin metabolitleri GST aktivitesini artirabilir ya da azaltabilir.
Yapilan bir arastirmada Brombenzen ve karbontetrakloriir ratlara uygulanarak GST
aktivitesindeki degisiklikler incelenmistir. Uygulama sonrasi karaciger GST
aktivitesinin azaldigi, serum GST aktivitesinin ise arttigi belirtilmistir (Cetinkaya vd
1993). Baska bir ¢alismada, sifali bir bitki olan Thonningia sanguinea’dan izole edilen
ve antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA), in vitro olarak karaciger sitozolik
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GST ile etkilestirildiginde kuvvetli inhibitor etkisi yaptigi tespit edilmistir (Gyamfi et
al. 2004).

Carillo et al. (1995) hormonlarin GST enzim aktivitesi tizerine etkilerini
arastirmiglardir. Sigana insiilin uygulamasi sonucu karaciger sitozolik GST aktivitesinde
30 dakika gibi kisa bir siirede %56 artisa, mikrozomal GST aktivitesinde ise herhangi
bir degisiklige sebep olmadigi gozlemlenmistir. Glukagon hormonu enjeksiyonu,
karaciger sitozolik GST aktivitesinde %43 azalmaya sebep olurken, mikrozomal

GST’yi etkilememistir.

Peters et al. (1995) GST enzimiyle yaslilik arasindaki iligskiyi incelemek i¢in insan
lenfositi {izerinde yaptiklar1 ¢alismada, GST-GSH miktarinin yaslanma ile azaldigini
rapor etmislerdir (Bas 2006). Buna benzer baska bir ¢calismada, karaciger GST aktivitesi
ve yas arasinda ¢ok azda olsa negatif bir iliski oldugu rapor edilmistir (Temellini et al.
1995).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Laboratuvar calismalar siiresince kullanilan indirgenmis glutatyon (GSH), 1-kloro 2,4-
dinitro benzen (CDNB), Dithiothreitol (DTT), etilen daimin tetra asetik asit (EDTA),
standart serum albiimin, N,N,N',N'-tetra metil etilen diamin (TEMED), fenil metil
stilffonil florid (PMSF), Glutatyon agaroz afinite jeli, borik asit ve diyaliz torbalari
Sigma Chemical Company’ den; sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris),
sodyum kloriir, glimiis nitrat, formaldehit, amonyum siilfat, hidroklorik asit, amonyum
perstilfat (PER), Trikarboksilik asit (TCA), sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat,
potasyum bifosfat, potasyum kloriir, metanol, etanol, n-biitanol, izopropanol, asetik asit,
sodyum asetat, E. Merck AG’den; akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid, coomassie
brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), Sephadex G- 100,

amonyum persiilfat, B-merkapto etanol Pharmacia’dan temin edildi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar sirasinda asagida belirtilen alet ve cihazlar kullanilmistir.

Santrifiij : MSE Mistral 2000

Sogutmali santrifiij : Heraeus Sepatech

Sogutmal1 santrifiij : Hermle Z 323 K

Spektrofotometre : Beckman Coultur UV-VIS 1208

pH metre : Mettler Toledo

Elektroforez tanki : BIO-RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Isvec)

Karigtiricr (Shaker) : GFL 3025



Karistirict (Vortex)
Hassas terazi

Afinite kolonu

Kronometre

Otomatik pipetler
Calkalayici
Manyetik karistirict
Saf su cihazi

Su banyosu

Su banyosu

Kar makinesi
Liyofilizator

Gii¢ kaynag1

Buzdolaplari
Derin dondurucu(-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu(-85°C’ye kadar)

Bilgisayarli Goriintiileme Sistemi
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: GENIE K-55
: Gec Avery (USA)

: Kapali1 sistem olusturucu ve sogutmali (1x10),

Sigma (USA)

: Hanhard, Electronische Digital-Stoppurh

(Germany)

: Eppendorf ve Finnipipette

: Midi Dual 14

: Chiltren Hotplate Magnetic Stirrer HSBI

: LWD-3008

: Clifton

: Polyscience, Elektronik 1stmali-sogutmali
: Angelantoni Industrie

: Sinijders

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

2-Apparatus Corporation EC 135

: Argelik ve Bosh

: White-Westinghouse (USA)
: Sanyo Ultra Low

: Bio Rad Gel Doc 2000

3.1.3. GST Enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan c¢ozeltiler

1. 0,1 M KH,PO;4 (pH:7,0): 0,348 g KH,PO, ve 1 mM EDTA 0,0074 g tartilarak 15 ml

saf su igerisinde ¢oziilerek pH:7,0’ye ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 20 ml’ye

tamamlandi.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,061g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf suda

¢oziildii ve hacim su ile 10 mI’ye tamamlandi.
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3. 25 mM CDNB Cozeltisi: 0,05 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar %95°lik

etanol ¢ozeltisi icerisinde ¢oziildii ve hacmi etanol ile 10 ml’ye tamamlandi.

3.1.4. Homojenat hazirlama ¢ozeltisi

0,2 mol/L Tris-HCI Cozeltisi (pH: 7,8): 12,114 g Tris-HCl igerisinde ( 5 mmol/L DTT,
1 mmol/L EDTA ve 1 mmol/L. PMSF) igeren karisim yaklasik 450 ml saf suda ¢oziildii

pH’s1 7,8’e ayarlandi ve son hacmi saf suyla 500 ml’ye tamamlanda.

3.1.5. Diyaliz cozeltisi ve hazirlanmasi

10 mM KH,PO4 Cozeltisi (pH=7,0): 2,721 g KH,PO, (0,02 mol) alinarak 1,950 L saf

suda ¢oziildi. pH=7,0’ye ayarlandi ve son hacim su ile 2 L’ye tamamlandi.

3.1.6. GST enziminin afinite kolonunda kullanilan c¢ézeltiler ve hazirlanmalari

1. 10 mM KH,PO, ve 150 mM NaCl, pH:7,4 (Kolonun dengelenmesi ve paketlenmesi
icin kullanilan tampon): 0,4 g KH,PO,4 (3 mmol) ve 2,61 g NaCl (45 mmol) alinarak
250 ml suda ¢oziliip pH:7,4’e getirildikten sonra destile su ile 300 ml’ye tamamland.

2. 10 mM KH,PO4/0,1 M KCI, pH:8,0 (Numune kolona uygulandiktan sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 1,36 g KH,PO, (0,01 mol) ve 7,45 g KCI
(0,1 mol) karistminin hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlanip ve pH:8,0’e

ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ilel L’ye tamamlandi.

3. 10 mM KH,PO4/0,1 M KCIl, pH:5,0 (Numune kolona uygulandiktan sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 1,36 g KH,PO, (0,1 mol) ve 7,45 g KCI
(0,1 mol) karisimmin hacmi destile su ile 800 ml’ye tamamlanip ve pH:5,0’e

ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ile 1 L’ye tamamland.
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4. 50 mM Tris-HC1 Cozeltisi, pH:9,5: 9,082 g Tris (74 mmol) alinarak 1,450 L saf suda
¢oziiliip ve pH:9,5’e¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ile 1,5 L’ye

tamamlandi.

5. 5 mM GSH Cozeltisi: 0,01229 g GSH’in 20 ml, 50 mM Tris-HCI igerisinde

¢oziinmesiyle hazirlandu.

6. 50 mM Tris-HCI ve 1 mM, 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi,
pH:9,0 (Afinite jeline tutunan glutatyon S-transferaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan
tampon) 50 mM Tris- HCI ¢6zeltisi igerisinde kat1 olarak GSH ¢6ziilerek 10 mM’ ik
GSH ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 6 tiipten olusan gradient olusturuldu ve diisiik

konsantrasyondan baslanarak sirayla afinite kolonuna uygulanip eliiatlar alindi.

Cizelge 3.1. Gradientli eliisyon i¢in hazirlanan tiipler ve igerikleri

1.Tip | 2.Tip 3.Tip 4. Tip | 5.Tip | 6.Tip
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
10 mM GSH (Tris
0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
HCI’de ¢6ziinmiis)
Saf su 45 4.0 3,0 2,0 1,0 0,0
Toplam Hacim 5,0 5,0 5,0 5,0 50 50

7. Borat Tamponu: 0,1 M H3BO; (Borik Asit) ve 0,5 M NaCl, pH:8,5 (Afinite
kolonunun rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 0,31 g H3BO3; (5 mmol) ve 1,46 g
NaCl (25mmol) alinarak 40 ml saf su da ¢oziiliip, pH:8,5’e ayarlandiktan sonra hacim

destile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

8. Asetat Tamponu: 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 ( Afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 0,41 g NaCH3COO (5 mmol) ve 1,46 g NaCl (25
mmol) alinarak 40 ml saf su da ¢6ziiliip pH:4,5’e ayarlandiktan sonra hacim destile su

ile 50 ml’ye tamamlandi.
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3.1.7. Elektroforez i¢in kullanilan ¢ozeltiler

1.1 M Tris-HCI (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) alinarak 80 ml suda ¢oziildii pH=8,8’e

ayarlandiktan sonra toplam hacim su ile 100 ml’ye tamamland.

2.1 M Tris-HCI (pH=6,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) alinarak 80 ml suda ¢6ziildii pH=6,8’¢

ayarlandiktan sonra toplam hacim su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid,

34,6 ml saf su igerisinde ¢oziilerek toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi.

4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 1 g sodyum dodesil siilfat 9 ml saf su icerisinde ¢oziilerek 10

ml hazirlandi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1g amonyum persiilfat alinarak, 9 ml saf suda

¢Oziilerek hazirlandi.

6. Yiritme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii. %10’luk SDS’den 5 ml ilave edilerek pH=8,3’¢ ayarlandi ve son

hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=6,8)’den 0,65 ml, %10’luk SDS’den 1 ml
%100’lik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf su ile
hacim 10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numuneye karsilik

50 ul B-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi: Jelde yiiriitiilen proteinleri sabitlestirmek amaciyla %350

izopropanol, %40 su ve %10 TCA igeren bir karisim hazirlandu.
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9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit icerisinde 0,1 g

coomassie brillant blue R-250 ¢oziilerek hazirland.

10. Jel yikama ¢d6zeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit karigtirilarak

hazirlandi.

3.1.8. Giimiis boyama cozeltileri

1.Tespit Cozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96’lik etanol, 10 ml asetik asit karistirtlarak

hazirlandi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g sodyum asetat, 80 ml saf su ve 45 ml etanol karigiminin
pH’s1 asetik asitle 6,0’a ayarlandi. 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 ml glutaraldehit ilave

edilerek son hacim saf suyla 150 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. Boyama c¢ozeltisi: 100 ml saf su, 20 pl formaldehit ve 0,1 g AgNO; (Glimiis nitrat)

karistirilarak hazirlandi.

4. Yikama 1 ¢ozeltisi: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf su ve 120 pl formaldehit

karistirilarak hazirlandi.

5. Yikama 2 ¢ozeltisi: 1 ml gliserin, 1,25 ml asetik asit (%5°lik 250 ml asetik asit

cozeltisi) saf suyla 250 ml’ye tamamlanarak hazirlandu.

3.1.9. Diger cozeltiler

1. Antikoagulant ¢ozelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,36 mmol), 3 g sitrik asit (15,62
mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH,PO4H,0 (15,94 mmol) ve
0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢6ziildii ve hacmi 1 L olacak sekilde saf su
ilave edildi.
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2. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziilerek
igerisine %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi su ile 1 L’ye

tamamlandi.

3. %0,04’lik bromtimol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 ml indikator 0,01 M 16 ml NaOH

icerisinde ¢oziindii ve son hacim 250 ml olacak sekilde su ilave edildi.

4. %0,02 NaN3 ¢ozeltisi (Kromatogrofi kolon materyallerini bakterilerden korumak i¢in
kullanilan ¢6zelti): 20 mg NaN3 alinarak saf suda ¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100

ml’ye tamamland.

3.1.10. Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi iizerine bazi katyonlarmm ve

bilesiklerin etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilan ¢o6zeltiler

1000 mM’lik MgS0O4.7H,0 (Magnezyum siilfat hepta hidrat): 1,23 g MgSO, .7H,0 saf

su ile 5 mL’ye tamamlandi.

1000 mM’lik CaCl, (Kalsiyum kloriir): 0,55 g CaCl; saf su ile 5 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

1000 mM’lik CuSO4.5H,0 (Bakir 1II siilfat penta hidrat): 0,93 g CuSO45H,0 su ile 5

mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

1000 mM’lik NiSO4 (Nikel siilfat): 0,77 g NiSO4 su ile 5 ml’ye tamamlanarak

hazirlandi.

1000 mM’lik CdSO4.5H,0 (Kadmiyum siilfat penta hidrat): 1.49 g CdSO4.5H,0 su ile

5 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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1000 mM’lik Askorbik Asit: 0,88 g Askorbik Asit saf su ile 5 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

1000 mM’lik EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit): 1,86 g EDTA tartildi ve 5 mL saf

suda ¢oziilerek hazirland.

1000 mM’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat): 1,44 g SDS tartildi ve 5 mL saf suda

¢oOziilerek hazirlandi.

1000 mM’lik Benzoik asit: 0,61 g Benzoik asit tartildi ve 5 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan fenil alanin, triptofan
ve tirozin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Bu metod yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi
yardimiyla esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi.
Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi

okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Homojenat ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim c¢dzeltilerindeki protein
miktarlart Bradford yontemine gore belirlendi. Bu yontem boya olarak kullanilan ve

negatif bir yilike sahip olan Coomassie brillant blue G-250’nin protein {lizerindeki pozitif
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yiike baglanmasi esasina dayanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglandigi zaman, kirmizi formun mavi forma
donlistimiinii  saglar. Proteinlerin ¢ogunun hemen hemen ayni sonug¢ egrilerini
vermesinden dolay1 bu yontem genis bir kullanim alanina sahiptir. Bradford yontemi
bozucu etkilere karsi daha az hassastir. Yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve iki dakika gibi ¢ok kisa siirede gergeklesir.
Renk stabilitesi iki saatin lizerinde devam edebilir (Bradford 1976).

Protein tayininde bu yoOntemi kullanildiginda standart bir grafik hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl konuldu. Saf su ile
biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml renklendirme reaktifi (Coomassie
brillant blue G-250) ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibasyondan sonra
595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak
kullanilan kiivet igerisine 0,1 ml numunenin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml
renklendirme reaktifinden olusan karisgtmdan konuldu. Son olarak absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi (Sekil 4.1).

Karayemis meyvesi homojenati ve afinite kromatogrofisi sonrasi elde edilen saf enzim
numunelerinden 0,1 ml tiiplere konularak iizerine 5’er ml Coomassie brillant blue G-
250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra ise 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir numuneden {iger adet deneme
yapilarak bu li¢ degerin aritmetik ortalamasindan gercek deger tesbit edildi. Elde edilen

bu deger standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar belirlendi.

3.2.2. Glutatyon S-transferaz aktivitesi tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekiilii ile bir aromatik elektrofilin
konjugasyonunu Kkatalizler. En c¢ok kullanilan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen’dir. Bu substratin kullanilmasiyla olusan dinitrobenzen S-glutatyon

(DNB-SG) iiriinii 340 nm’de maksimum absorbans gosterir (Sekil 3.1). Boylece bu
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dalga boyundaki absorbans artisindan yararlanilarak aktivite 6l¢iimii yapilabilir. Biz de

bu 6l¢lim metoduna gore ¢alismalarimizda aktivite 6l¢timiinii gergeklestirdik.

Cl

NO, cs_gCl $C

GSH, GST NO, cr NO;

NO
2 N02 NOZ

Sekil 3.1. GST aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan {iriiniin olusum mekanizmasi

GSH’1in yoklugunda, CDNB hizli bir sekilde glutatyon S-transferazi inaktive eder. Bu
sebepten dolay1 CDNB ile reaksiyonu baglatmamak gerekir.

Aktivite 6lgtimii i¢in Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi toplam hacim 1ml olacak sekilde
karisim hazirlandi. Bunun igin kor olarak hazirlanan kiivete 0,1 M 200 ul fosfat
tamponu (K;HPO4/KH2PO,4 pH:7,0) 25 mM 20 pl %95'lik CDNB (etanol igerisinde), 20
mM 50 pl GSH ve 730 pl saf su ilave edildi. Aktivite 6l¢iimii yapilan kiivetlere ise 0,1
M 200 ul (K;HPO4/KH,PO,4 pH:7,0) 25 mM 20 ul %95'lik CDNB (etanol igerisinde),
ve 20 mM 50 pl GSH katilarak iyice karistirildi. Daha sonra 20 pl 'lik enzim numunesi
hizli bir sekilde ilave edildikten sonra kiivet spektrofotometreye yerlestirilip okuma
baslatild1 ve ii¢ dakika siiresince absorbans degerleri 6l¢iiliip kaydedildi (Habig et al.
1974).
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Cizelge 3.2. Karayemis GST enziminin aktivite 6l¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok Aktivite Cozeltisi Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
K- fosfat tamp.
(100 mM pH: 7) 200 0.1 M 200 0.1M
CDNB
20 0.5mM 20 0.5 mM
(25 mM)
H,O 730 710 -
GSH
50 1mM 50 1mM
(20 mM)
Enzim numunesi - - 20 -

Bir Enzim Unitesi: Bir dakikada, 25°C’de ve pH 7,4’de lumol substrati iiriine

doniistiiren enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

Enzim tinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

EU = (AODW,6) x (VI/VE) x SF

EU: 1 ml’deki enzim {initesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

9,6: Ekstinksiyon katsayis1 (1 mM DNB-SG’nin olusturdugu absorbans degeri)
VT: Olgiimiin yapildig1 kiivetin toplam hacmi

VE: Ol¢iim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler igin kullanilir)

3.2.3. GST enzimi icin Sephadex G-100 jelinin hazirlanmasi

Biiyiik¢e bir beherde saf su veya tampon i¢ine alinarak, oda sicakliginda 1 gece veya
90°C’de su banyosunda 4-5 saat bekletilerek polimer materyal sisirilir. Sisirilmis

materyalin i¢indeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklastirilir. Sisirilmis ve
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havasi uzaklastiritlmis polimer materyali, dengeleme tamponuyla (10 mM K-fosfat
pH:7,4, 150 mM NaCl) dolu kolona i¢inde hava kabarcigi olmayacak sekilde aktarilir.
Ayni1 tamponla dengeleme islemi yapilir. Kolonun dengelendigini tespit i¢in, iistten
ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH’s1 ve 280 nm’de absorbans degerleri
araliklarla 6l¢iiliir, bu deger ayn1 oluncaya kadar dengeleme islemine devam edilir ve

kolonun akis hiz1 yaklasik 15- 20 ml/saat olarak ayarlanir (Uyanik 2008).

3.2.4. GST enzimi icin afinite jelinin hazirlanmasi

Enzim saflastirmada en ¢ok kullanilan ve bizim de kullandigimiz yontem afinite
kromatografisi yontemidir. Bu amacgla 10 ml’lik yatak hacmi i¢in 1 g kuru glutatyon
agarose tozu tartilarak, 200 ml saf su ile kat1 maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birkag
defa yikandi. Yikama esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu
kullanilarak vakum ile alindiktan sonra dengeleme tamponu (10 mM K-fosfat pH:7,4,
150 mM NaCl) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik
kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu eluat
ile tamponun absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden veya 280 nm’deki
absorbans degerinin 0,05 olusundan anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu

(Toribio et al. 1996; Giivercin et al. 2008).

3.2.5. Karayemis meyvesinden GST'nin saflagtirilmasi

3.2.5.a. Karayemis temini ve hemojenat hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda glutatyon S-transferaz enzimi, karayemis meyvesinden saflastirildi.
Karayemis (Prunus Laurocerasus L.) Karadeniz Bolgesinin Tokat ilinden toplanmustir.

Karayemis meyvesi ¢ekirdeginden ayristirilmis olup etli kismiyla ¢alisilmistir.

30 g karayemis alinarak ilk 6nce siv1 azot kullanilarak mekanik olarak birka¢ basamakta

pargalandi. Daha sonra 45 ml tampon {izerine ilave edilerek homojenatér yardimiyla
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yaklagik 5 dakika homojenize edildi. Karisim ¢ift kath tiilbentle siiziildii. Homojenat
13500 rpm, +4°C’de 30 dakika santrifiijlendi. Daha sonra karigim ince bantli silizgeg
kagidiyla tekrar siiziildi ve boylece kati parcaciklarin protein ¢dzeltisinden
uzaklastirilmasi1 saglandi. Siipernatant kismi daha sonraki calismalarda kullanilmak

tizere alinarak sogukta saklandi, ¢okelek ise uzaklastirildi.

3.2.5.b. Homojenattaki enzimin Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile

saflagtirllmasi

Ornegin uygulanmasindan énce dengelenen kolonun, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel
diizeyine indirildi. Ornegin uygulanmasi i¢in protein ¢dzeltisinden kiigiik hacimde
(%10’luk gliserinli yaklasik 4 ml) kolona tatbik edildi. Bu protein ¢6zeltisi jele iyice
emdirildi ve {izerine birka¢ ml eliisyon tamponu dikkatlice ilave edilerek tekrar jele
iyice girisi saglandi. Daha sonra kolonun {istii eliisyon tamponuyla doldurularak
elisyona devam edildi; eliatlar yaklasik 3’er ml alacak sekilde tiiplerde toplandi.
Ellisyon tamponunun kor olarak kullanilmasiyla, toplanan eliiatlarin tek tek herbir tiipiin
280 nm de absorbanslar1 6lgiildii. Eliisyon almaya 280 nm’deki absorbans degerleri 0,05
oluncaya kadar devam edildi. 280 nm’de absorbans gosteren tiiplerde yine aktivite
Olctimleri yapildi. 280 nm’de kalitatif protein tayini i¢in alinan absorbans degerleri ve
enzim aktivite degerleri tiip sayisina karsi grafige gegirildi (Sekil 4.3). Kromatografi
islemi sonunda enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi ve afinite kolonuna

yiiklendi.

3.2.5.c. Homojenattaki enzimin afinite kromatografisi ile saflastirnmasi

Onceden hazirlanmis olan homojenat dogrudan glutatyon-agaroz afinite kolonuna
uygulandi. Bunu takiben kolondan 10 mM KH,PO, ve 0,1 M KCI, pH:8 gegirilerek
yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip edilerek absorbans degerlerinin kore esit
olmasiyla belirlendi. Kolon dengelendikten sonra gradientli eliisyon yapilarak enzim
saflastirildi. Eliisyon ¢ozeltisi 50 mM Tris-HCI ve (1,25-10 mM GSH, pH:9,0) igeren

cozeltinin gradientinden olusturuldu. Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 1,5 ml
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halinde tiiplere alindi ve 340 nm’deki absorbanslarina bakildi (Sekil 4.2). Peristaltik
pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e ayarlandi (Toribio et al. 1996).

3.2.6. Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalari 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmayi 6nleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektérle plakalarm arasina
list kesimde 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmas: beklendi, ayirma
jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin st kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilagsmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi 6nlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numune kuyular belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve st kismina yiirtitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklagik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip y181ld1. Sonra gerilim 100 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve
giimiis boyama iglemine tabi tutuldu. Jel ilk olarak tespit ¢ozeltisine kondu yaklagik 30

dak calkalama cihazinda bekletildi. Ardindan rediiksiyon ¢ozeltisine kondu ve ayni
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sekilde 30 dak. Calkalama cihazinda ¢alkalamaya birakildi. Daha sonra jel giimiis nitrat
¢ozeltisinde boyamaya boyama ¢ozeltisine konuldu ve bantlarin olusumu gézlendi.. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak 6nce yikama 1 ¢6zeltisine ardindan yikama 2 ¢ozeltisine
konuldu. Rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar ¢alkalayicida yikanan jel
cikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil 4.4).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI pH:8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin {izerine en son

olarak 0,27 ml %5°lik PER [amonyum persiilfat, (NHg), S,Os] eklendi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH:6,8, 0,44 ml %30°luk Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su

karistirildi. Bu karisimin {izerine en son olarak 0,07 ml %5°lik PER eklendi.

3.3. Karayemis Meyvesinden Saflastirllan GST Enzimiyle Ilgili Karakterizasyon

Calismalan

3.3.1. Optimum pH’mn belirlenmesi

Karayemis meyvesi GST enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in pH’s1 5,0, 5,5 6,0,
6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 0,1M fosfat tamponlar1 ve pH’s1 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 olan
0,1 M Tris-HCI1 tamponlar1 hazirlandi. Her bir tampon ile enzim aktivite dlglimleri
yapildi. Sonug ¢izelgede ve % aktivite-pH grafigi halinde gosterildi (Cizelge 4.2, Sekil
4.5).

3.3.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesi

Karayemis meyvesi GST enziminin optimum aktivite gosterdigi iyonik siddetin
belirlenmesi i¢in 0,0625 M, 0,125 M, 0,25 M, 0,50 M, 1,25 M, 1,5 M fosfat tamponlar1
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hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin pH degerleri optimal pH olan 7,0’e ayarlanarak her bir ¢ozelti
icin aktivite 6l¢iimleri yapildi. Sonug ¢izelge ve aktivite-konsantrasyon grafigi halinde
gosterildi (Cizelge 4.3, Sekil 4.6).

3.3.3. Optimum sicakhgin, aktivasyon enerjisinin (Ea), aktivasyon entalpisinin

(AH) ve Q1o degerlerinin belirlenmesi

Karayemis meyvesi GST enziminin optimum sicakli§i, Ea, AH ve Qo degerlerini
belirlemek icin elektronik 1sitmali sogutmali su banyosu kullanildi. Optimum sicaklik
belirlenirken optimum pH ve optimum iyonik siddete sahip c¢ozeltiler hazirlandi.
Aktivite Olciimii i¢in gerekli olan tampon ve substratlari ihtiva eden karisim kiivet
igerisinde istenilen sicakliga ayarlanmis olan su banyosunda bekletildi. Cikarildiginda
enzim pipetlenerek hemen okuma yapildi ve su banyosuna tekrar konuldu. 0°C ile 75°C
arasinda ve her 10°C’de bir bu sekilde aktivite 6lgtimleri yapildi. Daha sonra elde
edilen aktivite degerlerinin logaritmalar1 (log k) alindi. Sicaklik degerleri Kelvine
gevrilerek grafikte 1/T x 1000 olarak ifade edildi (Cizelge 4.4-4.5 ve Sekil 4.7).
(Danisan et al. 2004). Cizilen grafikten faydalanilarak Arhenius egrisi elde edildi ve bu

egrinin egimi kullanilarak aktivasyon enerjisi (Ea) hesaplandi.

—E,
2,303 xR

Egim =
Aktivasyon entalpisinin (AH)’nin hesabinda ise AH=E-RXT formiiliinden faydalanildi
(Wilson 1971; Segel 1975) (Cizelge 4.6). Daha sonra bir enzim icin, 10°C’lik sicaklik
degisiminin meydana getirdigi aktivite farkliligi olan Qi degeri, aralarinda 10°C fark

olan iki aktivite degerinden yiiksek olanin diisiik olan aktivite degerine bdliinmesi ile

hesapland1 (Cizelge 4.5). (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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3.3.4. Stabil pH’nin belirlenmesi

Karayemis meyvesi GST enziminin stabil oldugu pH’nin belirlenmesi i¢in 100 mM’lik
fosfat tamponunun pH degerleri 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 7,0 ve 7,5 olan K-fosfat tamponu
cozeltileri ile 100 mM’lik Tris-HCI1 tamponundan pH degerlerinden 7,0, 7,5, 8,0, 8,5,
9,0 olan ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 500 pl alinarak iizerine yine
500 pl enzim ¢ozeltisi ilave edilerek ependorf tiiplerine konulup ilk okuma yapildiktan
sonra +4°C’de korunarak her 12 saatte bir okuma yapildi ve stabil pH belirlenmis oldu.
Aktivite olgtimlerinde optimum pH ve iyonik siddete sahip tamponlar kullanildi.
Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi (Cizelge 4.6-
4.8, Sekil 4.8-4.9).

3.3.5. Karayemis GST enziminin GSH ve CDNB substratlari icin Ky, Vinax, Kear Ve

ozgiilliik sabitinin (Vo) bulunmasina yonelik calismalar

Karayemis meyvesi glutatyon S-transferaz enziminin GSH ve CDNB substratlar igin
Km Ve Viax degerlerini tespit etmek igin (1mM) sabit GSH konsantrasyonunda 5 farkl
CDNB konsantrasyonu (0,05 mM, 0,1 0,2 Mm 0,4 mM, 0,8 mM ve 1,6 mM) ile aktivite
Ol¢imii yapildi. Elde edilen sonuglara gore 1/V- 1/[CDNB] Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. Bu grafik yardimi ile CDNB i¢in Ky ve Vmax degerleri belirlendi. Yine ayni
sekilde (0,5 mM) sabit CDNB konsantrasyonunda GSH’in 5 farkli konsantrasyonu
(0,05 mM, 0,1 0,2 Mm 0,4 mM, 0,8 mM ve 1,6 mM) ile aktivite 6lglimleri yapilarak ve
1/[GSH]-1/V grafigi ¢izildi. Bu grafikten de GSH i¢in Ky Ve Vinax degerleri hesaplandi.
Tim aktivite dlglimleri optimal sartlarda gergeklestirilmistir. Daha sonra, Ky ve Vmax
degerleri hesaplanmasi i¢in gergeklestirilen deneyde kullanilan enzim c¢ozeltisinde
kantitatif protein tayini yapilarak toplam enzim (ET) miktar1 bulundu. Enzimin turnover

sayisini1 gosteren kcat degeri asagida gosterilen formiilden faydalanilarak hesaplanda.

Vm ax

Kear = Ep
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Cesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayn1 enzimle iiriine
doniisimiiniin karsilastirilmasinin bir yolu da tepkimeler i¢in 6zgiilliik sabitinin (V)

bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti asagidaki formiille hesaplanir.

Elde edilen grafikler Sekil 4.10-4.11ve Cizelge 4.9’da gosterilmektedir.

3.4. Karayemis GST Enziminin Aktivitesi Uzerine Baz1 Pestisit, Organik Bilesik ve

Metal Iyonlarimin Inhibisyon Etkilerinin incelenmesi

Inhibitér calismalariyla ilgili farkli inhibitor konsantrasyonunda aktivite ol¢iimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren pestisit, kimyasal bilesik ve metal iyonlar1 belirlendi.
Bu maddelerden inhibisyon etkisi yiliksek olanlarin %Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi, egri
denkleminden ICsy degerleri hesaplandi. Bu maddelerin Ki degerlerini belirlemek
amaciyla karayemis meyvesinden saflagtirilan GST enzim aktivitesini yartya diisliren
pestisit, kimyasal bilesik ve metal iyonu konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
iistlinde iki sabit inhibitdr konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile
aktivite Ol¢limleri yapildi. Caligmalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu stok
¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Cizelge 4.10-4.25, Sekil 4.12-4.25).

3.5. Karayemis Meyvesinden Elde Edilen GST Enzimi icin inhibitor EtKisi
Gosteren Pestisit, Metal iyonlarl ve Organik Bilesiklerin K; Sabitlerinin

Bulunmasi

Inhibitdr galismalari igin, karayemis meyvesinden elde edilen GST enzimini inhibe eden
NiSO,, CuS04.5H,0, MgS0O,.7H,0, CdSO45H,0 ve CaCl,.H,O metal iyonu
cozeltileri; Askorbik Asit, Benzoik Asit, Etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
Sodyumdodesil siilfat (SDS) organik bilesikleri ile diclorvos, cypermethrin,
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imidacloprid, fenoxaprop-p-ethyl, glyphosate isopropilamin tuzu pestisitleri kullanildi.
Tiim c¢alismalarda kullanilan inhibitorlerin stok konsantrasyonlart boliim 3.1.10°de

verilmistir.

Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok cozeltileri
kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine ayn1 sekilde her bir substrat konsantrasyonu
icin en uygun ii¢ farkli sabit inhibitdr konsantrasyonu inhibitdr stok c¢ozeltileri

kullanilarak 6n ¢alismayla tespit edildi.

Spektrofotometrenin  hassasiyet smirlar1 iginde absorbans degerinin Olciildiigii
konsantrasyonlar diger deneylerde de kullanildi. Inhibitér ¢alismalari igin kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari

Cizelge 4.27- 4.43’de verildi.

Daha sonra karayemis meyvesinden saflagtirllan GST enzimi igin ii¢ farkli sabit
inhibitdr konsantrasyonunda V-[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitdr i¢in ayr1 ayri
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K; degerleri ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Sekil
4.26-4.39). (Lineweaver and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanlan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢o6zeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
yapildi. Bu amagla once standart grafik hazirlandi (Sekil 4.1). Elde edilen enzim
cozeltilerindeki protein tayinleri Bradford yontemiyle yapildiktan sonra bu standart

grafikten faydalanilarak protein miktarlari hesaplandi.
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Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2. Karayemis Bitkisi GST Enziminin Saflastirilmas: ile Tlgili Sonuclar

4.2.1. Afinite kromatografisi sonuclari

Karayemis meyvesi homojenat1 hazirlanarak dogrudan afinite kolonuna tatbik edildi.
Onceden hazirlanmis olan elusyon tamponu ile enzim kolondan eliie edildi. Elde edilen

eliiatlardaki aktivite degerleri Sekil 4.2°de gosterildi.
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Karayemis homojenati, afinite kromatografisi sonrasi elde edilen saf enzim i¢in aktivite,
protein, toplam aktivite, toplam protein, spesifik aktivite, ylizde verim ve saflagtirma

katsayis1 gibi onemli bazi degerler hesaplanarak Cizelge 4.1°de gosterildi

1,8 + - 0,3
1,6 + —m—280 nm
14 + —e— Aktivite (U/mL)

+ 0,25

Aktivite

Absorbans 280 nm

+ 0,05

Tiip numarasi

Sekil 4.2. Karayemis meyvesi GST enziminin glutatyon agaroz afinite kolonundan GSH
ile ellisyon grafigi

4.2.2. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografi sonuglari

Karayemis meyvesi homojenati hazirlanarak jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi.
Onceden hazirlanmis olan elusyon tamponu ile enzim kolondan eliie edildi. Elde edilen

eliiatlardaki aktivite degerleri Sekil 4.3’de gosterildi.

Karayemis homojenati, jel filtrasyon kromatografisi sonrasi elde edilen yiiksek aktiviteli
tiipler birlestirilerek afinite kolonuna yiiklendi. Eliisyonlar 2 ml’lik tiiplere alindi ve
yiiksek aktiviteli tlipler birlestirildi. Enzim i¢in aktivite, protein, toplam aktivite, toplam
protein, spesifik aktivite, yiizde verim ve saflagtirma katsayisi gibi 6nemli bazi degerler

hesaplanarak Cizelge 4.1’de gosterildi
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Sekil 4.3. Karayemis meyvesi GST enziminin sephadex G-100 jel filtrasyon
kromatografisiyle elde edilen saflastirma grafigi

Cizelge 4.1. Karayemis meyvesi jel filtrasyon ve afinite kromatografisi sonrasi
saflastirma sonuglari

Toplam Toplam | Toplam Spesifik
Numune Tiirii Hacim Ak}ivite Protein Aktivite | Protein Ak}ivite % Saflastirma
(EU/ml) | (mg/ml) .. (EU/mg | Verim Katsayisi
(mi) E®0) | ma) | o)
. 1,000
Homojenat 15 0,088 0,980 1,320 14,700 0,090 100
Jel filtrasyon 1, 0098 | 0069 |0980 |0690 | 1420 | 7424 |15770
Kromatografsi
Afinite .| 4 0,110 0,050 0,440 0,200 2,200 33,30 | 24,460
Kromatografsi

4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile GST Enzim Safliginin Kontrolii

Karayemis bitkisi afinite sonrasi elde edilen eliiatlardaki GST enziminin safligini
kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla bolim 3.2.6°da izah
edilen elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve

yiriitiildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.4°de verildi
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Sekil 4.4. Glutatyon-agaroz afinite kolonuyla saflastirilan karayemis meyvesi GST
enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii

4.4, Karayemis Meyvesi GST Enzimiyle flgili Yapilan Karekterizasyon

Calismalar: Sonuclar:

4.4.1. Optimum pH’mn belirlenmesi icin yapilan calismalarin sonuclar:

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enziminin optimum pH’sin1 tespit etmek igin
bolim 3.3.1°de belirtildigi gibi pH degeri 5,5 ile 8,0 arasinda degisen 0,1 M’lik K-fosfat
tamponu ile pH’st 7-9 arasi degisen 0,1 M’lik Tris-HCI tamponlarindan olusan
cozeltiler kullanildi. Enzimin her bir tampondaki absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak olciilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. Karayemis GST enziminin optimum pH
degeri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5°de gosterildigi gibi K-fosfat tamponunda pH 7,0 olarak

belirlendi.
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Cizelge 4.2. Karayemis meyvesi GST enziminin optimum pH’s1 i¢in 0,1 M KH,PO, tampon
cozeltisi ile 0,1 M Tris-HCI ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

. 0,1 M KH,PO, 0.1 M Tris-HCI
p .. ..
Aktivite (EU/ml) Aktivite (EU/ml)
5,0 0,012
55 0,039
6,0 0,081
6,5 0,118
7,0 0,146 0,131
7,5 0,144 0,128
8,0 0,125 0,136
8,5 0,132
9,0 0,146
0.2 —e—0.1M K-phosphate ~ —&—0.1M Tris-HCl
0,18
0,16
= 0,14
£
S 0,12
= 01
2 0,08
2
< 0,06
0,04
0,02
0
5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
pH

Sekil 4.5. Karayemis meyvesi GST enziminin K-fosfat tamponu ve Tris-HCI tamponu
ile elde edilen aktivite-pH grafigi
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4.4.2. Optimum iyonik siddetin belirlenmesine ait calisma sonuclari

Karayemis meyvesi GST enziminin aktivite Olglimiinde en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi i¢in onceki ¢alismalar sayesinde uygunlugu tespit edilen optimum pH’ ya
sahip fosfat tamponuyla degisik konsantrasyonlardaki ¢o6zeltiler bolim 3.3.2°de
bahsedildigi gibi hazirland1 ve farkli KH,PO,4 konsantrasyonlar1 kullanilarak enzimin
gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak o6l¢iildiikkten sonra her bir
tampondaki enzim aktiviteleri hesaplandi. Karayemis meyvesi GST enziminin iyonik
siddet degeri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6’de gosterildigi gibi 0,125 M olarak belirlendi.

Cizelge 4.3. Karayemis meyvesi GST enziminin optimum iyonik siddeti igin 0,1 M
KH,PO, tampon ¢ozeltisi ile kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

KH,PO,
Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/ml)
0,0625 0,099
0,125 0,109
0,25 0,100
0,5 0,097
1,25 0,086
15 0,051
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0,115 -
0,11 A
0,105 -
= 0,1 -
_g 0,095 -
‘@ 0,09 -
£ 0,085 -
s
s 0,08 -
<
< 0,075 -
0,07 A
Kig | B
0,06
0,0625 0,125 0,25
iyonik slddet(M)

Sekil 4.6. Karayemis meyvesi GST enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in
yapilan aktivite-K-fosfat (M) grafigi

4.4.3. Optimum sicakli@in belirlenmesi icin yapilan ¢alisma sonuclar:

Karayemis meyvesi GST enziminin optimum sicakligini belirlemek amaci ile optimum
pH ve optimum iyonik siddete sahip tampon ¢ozelti kullanildi. 0°C ile 75°C arasinda
bolim 3.3.3’de belirtildigi gibi her 10°C de bir enzimin gosterdigi absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak oOlgiildiikten sonra enzim aktiviteleri hesaplandi. GST
enziminin optimum sicaklik degeri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7°da gosterildigi gibi 30°C

olarak belirlendi.
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Cizelge 4.4. Karayemis meyvesi GST enziminin optimum sicakligin belirlenmesi igin
yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/ml)
0 0,019
10 0.027
20 0,036
30 0,048
40 0,038
50 0,042
60 0,029
70 0,017
75 0,014

12 -
14 -
2 16 -
18 -
5 it d 3B iR
LT =000 K1
2 . : :
28 3 32 34 36
1T = 1000 K1

Sekil 4.7. Karayemis meyvesi GST enziminin aktivitesinin sicakliga bagli olarak
degisim grafigi
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Cizelge 4.5. Karayemis meyvesi GST enzimi igin optimum sicaklik, Ea, AH ve Qi
degerlerinin belirlenmesi ¢aligmalari

Enzim Optimum Aktivasyon Aktivasyon Qo
Sicaklik (°C) Enerjisi (Ea) Entalpisi (AH)
(kcal/mol) (kcal/mol)
GST 30 4,136 3,534 1,450

4.4.4, Stabil pH’nin belirlenmesi icin yapilan ¢calisma sonuclari

Karayemis meyvesi GST enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in uygun iyonik
siddete sahip degisik pH degerlerinde tampon ¢ozeltileri boliim 3.3.4°de anlatildig gibi
hazirlandi. 1/1 oraninda saf enzim ile tampon karigtirilarak 12 saatte bir aktivite
Olctimleri yapildi. Her bir ¢ozelti ile Olciilen aktivite degerleri belirlendi. Karayemis
meyvesi GST enziminin stabil pH degeri Cizelge 4.6-4.7 ve Sekil 4.8-4,9°da gosterildigi
gibi fosfat tamponu ile pH 6,5 olarak belirlendi

Cizelge 4.6. Karayemis meyvesi GST enziminin stabil pH nin belirlenmesi igin Tris-
HCI tamponuyla yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH 7 75 8 8,5 9
Zaman .
Aktivite (EU/ml)
(saat)
12 0,104 0,086 0,115 0,069 0,073
24 0,107 0,102 0,107 0,09 0,081
36 0,118 0,104 0,097 0,076 0,073
48 0,171 0,154 0,092 0,128 0,123
60 0,124 0,137 0,132 0,086 0,121
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0,18
0,16 —o—pH:7
0,14 —m—pH: 7.5
H: 8
‘—E‘ 0,12 P
< —>—pH: 8.5
2 01
> —¥—pH: 9
:*é 0,08
£
< 0,06
0,04
0,02
O T T T T T 1
12 22 32 42 52 62
Zaman (saat)

Sekil 4.8. Karayemis meyvesi GST enziminin stabil pH’sin1 belirlemek igin Tris-HCI
tamponu ile yapilan ¢alisma sonucu elde edilen grafik

Cizelge 4.7. Karayemis meyvesi GST enziminin stabil pH’nin belirlenmesi i¢in K-
fosfat tamponuyla yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH 5 55 6 6,5 7 7,5
Zaman ..
Aktivite (EU/ml)
(saat)
12 00135 00192 | 0,0204 0,0216 0,017 0,003
24 0,0091 00123 | 10,0089 0,0183 0,0205 0,004
36 0,0123 0,0043 | 0,0042 0,017 0,01 0,0096
48 0,002 0,0031 0,003 0,017 0,0123 0,005
60 0,0066 0,0055 | 0,0064 0,0144 0,0076 0,0087
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0,025
—o—pH: 5
—#—pH: 5.5
0,02 —a&—pH: 6
? —>—pH: 6.5
> 0,015 —¥%—pH: 7
wl .
P pH: 7.5
2 0,01
-
<
0,005
O T T T T 1
12 22 32 42 52 62
Zaman (Saat)

Sekil 4.9. Karayemis meyvesi GST enziminin stabil pH’sin1 belirlemek igin K-fosfat
tamponu ile yapilan ¢aligma sonucu elde edilen grafi

Cizelge 4.8. Karayemis bitkisi GST enzimi i¢in belirlenen optimal aktivite sartlari ve
stabil pH degeri

. . Optimum Optimum .
Enzim Optimum pH Sicakhk ivonik siddet Stabil pH
GST 7 (K-Fosfat 30°C 0,125 M 6,5
tamponunda)

4.45. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enziminin GSH ve CDNB
substratlar icin Ky, Vmax, Keat ve ozgiilliik sabiti (V,) degerlerinin belirlenmesine

ait calismalarin sonuclari

Karayemis meyvesi GST enziminin substratt olan GSH i¢in Ky ve Vyax degerlerini
belirlemek icin boélim 3.3.5’de anlatildigt gibi CDNB’nin 0,5 mM’hik sabit
konsantrasyonunda 5 farklt GSH konsantrasyonuyla aktivite olgtimleri gergeklestirildi.
Sonugta elde edilen degerler ile 1/[GSH]-1/V grafigi ¢izilerek reaksiyon denkleminden
Kwm Ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.9). Enzimin bir diger substrati
olan CDNB igin Ky Ve Vax degerlerini hesaplamak igin boliim 3.3.5°de anlatildigr gibi
GSH’in 1mM’ lik sabit konsantrasyonunda 5 farkli CDNB konsantrasyonuyla aktivite
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Olgtimleri yapilarak 1/[CDNB]-1/V grafigi cizildi ve reaksiyon denkleminden Ky ve
Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.9).

Daha sonra buluna Ky ve Vmax degerleri kullanilarak enzimin GSH ve CDNB
substratlar1 i¢in turnover sayisini gosteren Kgy degeri boliim 3.3.5°de anlatildigi gibi
hesaplandi ve buradan enzimin 6zgiilliik sabiti degeri Vo tespit edildi. Bu degerler

Cizelge 4.9°da gosterildi.

100 -

80 - y =3,5118x + 10,22 °
- R?=0,9769
£ 60 -
)
[
<
= 40 -

20 -

.
5 0 5 10 15 20

1/ [GSH] mM!

Sekil 4.10. Karayemis meyvesi GST enzimi ile sabit CDNB konsantrasyonunda (0,5
mM) GSH i¢in Ky ve Viax degerlerinin belirlenmesi grafigi
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100 -
y=4,1447x + 4,6583 °
R2? = 0,9805
E
S~
o)
w
>
~N
(]
-3 2 7 12 17 22

1/ [CDNB] mM!

Sekil 4.11. Karayemis meyvesi GST enzimi ile sabit GSH konsantrasyonunda (1 mM)
CDNB i¢in Ky Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi grafigi

Cizelge 4.9. Karayemis bitkisi GST enzimi i¢in GSH ve CDNB substratlari i¢in Ky,
Vmax, Keat V& Vo degerlerininin bulunmasina yonelik ¢aligma sonuglari

. KM Vmax kcat VO
Enzim Substrat . . L
(mM) (EU/ml) (s) (M™.s™)
GSH 0,344 0,098 490 1,56x10°
GST -
CDNB 0,89 0,214 1070 1,202x10

4.5. Karayemis Meyvesi GST Enzimi Uzerine Baz1 Pestisit, Metal Iyonlar1 ve

Organik Bilesiklerin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonugclar:

4.5.1. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren pestisitler

icin ICs; degerlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuglari

Karayemis bitkisinden afinite kromatografisiyle saflagtirilan GST enziminin aktivitesi
lizerine baz1 pestisitlerin inhibisyon etkileri incelendi.Enzimin aktivitesini inhibe eden
diclorvos, cypermethrin, imidacloprid, fenoxaprop-p-ethyl, glyphosate isopropilamin

tuzu pestisitleri ile sabit substrat konsantrasyonunda bes farkli inhibitér konsantrasyonu
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kullanilarak ICsp degeri (enzimin aktivitesini yariya diisiiren konsantrasyonu) ile %

aktivite-[1] grafikleri gizilerek Cizelge 4.10-4.14 ve Sekil 4.12-4.16°de verildi.

Cizelge 4.10. Karayemis meyvesinden saflagtirilan GST enzimi tizerine Glifosat- izopropilamin
tuzu’nun (N-(fosfonik asit) glisin) ICsy degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari

K.HPO Substrat (ul) Saf Kiivetteki Kiivetteki
20170 Enzim | > |inhibitsr | Toplam | substratkons. | inhibitsr | %
(100mM) su haci (mM) K Kiivi
(ul) CDNB GSH (ub) (ul) (uD) aCII;n (ORASj Aktivite
m
(25mM) | (20mM) (n CDNB | GsH
200 20 50 10 | 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 |670| 50 1000 0.5 1 0.5 725
200 20 50 10 | 620| 100 1000 0.5 1 1 66.25
200 20 50 10 | 520| =200 1000 0.5 1 2 45
200 20 50 10 | 470 | 300 1000 0.5 1 3 275
200 20 50 10 | 420 | 400 1000 0.5 1 4 23.75
100
90
80
70 y = 10003
g 60 -
2
£ 50 -
<
X 40 -
30 -
®
20 -
10 -
O T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

[glifosate izopropilamin tuzu] mM

Sekil 4.12. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi lizerine Glifosat- izopropilamin tuzu’nun
(N-(fosfonik asit) glisin) farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Glifosat
izopropilamin tuzu] grafigi
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Cizelge 4.11. Karayemis meyvesinden saflastiritlan GST enzimi iizerine Fenoxaprop- p-
ethylh’in ICs, degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Substrat (ul) Kiivetteki . .

(1Kég| r?](l?/éll) Enzim | Saf su | Inhibitor E;ilierl;n substrat kons. Ifr?l:;?)titteél? %

(ul) CDNB GSH (ul) (ul) (ul) (ul) (mM) kons. (MM) Aktivite
(25mM) | (20mM) '
CDNB | GSH

200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 1 78.6
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 2 65.04
200 20 50 10 420 300 1000 0.5 1 3 495
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 4 35.9
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 5 155

100
90
80
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

y= 100e-0:302x

% Aktivite

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

[fenoxaprop-p-ethyl]] mM

Sekil 4.13. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi lizerine fenoxaprop-p-ethyl’in
farkli inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [fenoxaprop-p-ethyl] grafigi
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Cizelge 4.12. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi lizerine Cypermethrin’in 1Cs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

Substrat (ul) Kivetteki ) )
KoHPO, Enzim | Safsu | inhibitér | Toplam | Substrat kons. Kivetteki %
(100mM) @) | @) | ) | hacim (mM) inhibitdr | A tivite
(u) | CDNB | GSH K a H | kons. (mM)
(25mM) | (20mM) ®) | con | GSH
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 0.1 76.13
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 0.2 70.45
200 20 50 10 470 250 1000 0.5 1 0.25 63.6
200 20 50 10 420 300 1000 0.5 1 0.3 40.9
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 0.4 31.8
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 0.5 23.86
200 20 50 10 120 600 1000 0.5 1 0.6 1.13
100
90
80
70
° y= 100e»4,582x
g 60 -
2
£ 50 -
<
X 40 A
30 A
20 A
10 -+
0 T T T T T ’
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[cypermethrin] mM

Sekil 4.14. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine cypermethrin’in farkli
inhibitdr konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [cypermethrin] grafigi
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Cizelge 4.13. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine dichlorvos’un ICsg
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

KHPO Substrat (ul) Kiivetteki Kiivetteki
(LoomM) Enzim | Saf su | inhibitsr | Toplam | SUbstratkons. | pipiesr %
() CDNB | GSH @) | @) | @) | hacim (mM) kons. | Aktivite
25mM 20mM | mM
( )| ( ) (uh) coNB | GSH (mM)
200 20 50 10 | 720 - 1000 | 05 1 ; 100
200 20 50 10 | 620 | 100 | 1000 | 05 1 05 88.75
200 20 50 10 | 520 | 200 | 1000 | 05 1 1 825
200 20 50 10 | 420 | 300 | 1000 | 05 1 15 7875
200 20 50 10 | 320 | 400 | 1000 | 05 1 2 675
200 20 50 10 | 220 | 500 | 1000 | 05 1 25 55
200 20 50 10 | 120 | 600 | 1000 | 05 1 3 4375
200 20 50 10 | 20 | 700 | 1000 | 05 1 35 275

100
90
80
70 -
60 -

y= looe—0,283x

% Aktivite
()]
o

40 -

30 A °

20 A

10 -

O T T T T T T 1
0 1 1 2 2 3 3 4

[dichlorvos] mM

Sekil 4.15. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine dichlorvos’un farkl
inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [dichlorvos] grafigi
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Cizelge 4.14. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Imidacloprid’in 1Cs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

Kiivetteki i i
Substrat (ul) . Kivetteki
(T(Z)grif\)f) Enzim | Saf su | inhibitdr | Toplam | substratkons. | inhibitsr %
() CDNB | GSH ) | u) | (u hacim (mM) kons. | Aktivite
H (25mM) | (20mM) () | CDNB | GSH | (mM)
200 20 50 10 | 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 | 620 | 100 1000 0.5 1 0.1 82.3
200 20 50 10 | 520 | 200 1000 0.5 1 0.2 68.2
200 20 50 10 | 470 | 250 1000 0.5 1 0.25 58.8
200 20 50 10 | 420 | 300 1000 0.5 1 0.3 41.1
200 20 50 10 | 320 | 400 1000 0.5 1 0.4 29.4
200 20 50 10 | 220 | 500 1000 0.5 1 0.5 12.94
200 20 50 10 | 120 | 600 1000 0.5 1 0.6 9.4
100
90
80
70
y= 100e—3,523x
g 60
=
€ 50 -
<
X 40
30 -
20 -
10 - )
0 T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

[imidacloprid] mM

Sekil 4.16. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine Imidacloprid’in farkli
inhibitdr konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Imidacloprid] grafigi
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Cizelge 4.15. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi
gosteren pestisitlerin ICso degerleri

Kullanilan Pestisit I1Cs50 (MM)
Glifosat- izopropilamin tuzu 1,78
Fenoxaprop- p-ethylh 2,29
Cypermethrin 0,15
Dichlorvos 2,45
Imidacloprid 0.20

45.2. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren metal

iyonlari icin ICsp degerlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Karayemis bitkisinden afinite kromatografisiyle saflastirilan GST enziminin aktivitesi
izerine baz1 metal iyonlarin inhibisyon etkileri incelendi.Enzimin aktivitesini inhibe
eden Cadminyum (Cd*?), Nikel (Ni*?), Bakir (Cu*?), Magnezyum (Mg*?), Kalsiyum
(Ca+2) ile sabit substrat konsantrasyonunda bes farkli inhibitér konsantrasyonu
kullanilarak ICsp degeri (enzimin aktivitesini yariya diisiiren konsantrasyonu) ile %

aktivite-[1] grafikleri gizilerek Cizelge 4.16-4.20 ve Sekil 4.17-4.21°de verildi.

Cizelge 4.16. Karayemis meyvesinden saflastilan GST enzimi iizerine Cd**un ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlari

Substrat (ul) - Kiivetteki . .

(P1<(2)I(-)|:1(|\)/I4) Enzim | Safsu |Inhibitor| Toplam | substrat kons. Kﬁ;%t.tt%kl %
o CDNB [ GSH | (ul) (u) (uh) | hacim (mM) k‘;nsl (;nl\r/l) Aktivite
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 0.5 95.14
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 1 94.17
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 2 68.9
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 25 44.6
200 20 50 10 120 600 1000 0.5 1 3 30
200 20 50 10 20 700 1000 0.5 1 35 184
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100
90
80

70 ®

y= looe-0,388x

50 -

% Aktivite

40 -
30 -
20 - ®

O T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

[Cd*2 ] mM

Sekil 4.17. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi {izerine Cd™* nin farkli inhibitér
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Cd*?] grafigi

Cizelge 4.17. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Ni*?in ICs, degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

K,HPO Substrat () Kivetteki | Kivetteki

(1(2)0mM4) Enzim | Safsu |inhibitor| Toplam | substratkons. | inhibitsr %
) CDNB | GSH (ul) (ul) (u) hacim (mM) kons. | Aktivite
W] @5mM) | (20mM) (u) [CDNB[GSH | (mM)
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 0.1 75
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 0.2 55.2
200 20 50 10 420 300 1000 0.5 1 0.3 44.8
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 0.4 40.6
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 0.5 385
200 20 50 10 120 600 1000 0.5 1 0.6 354
200 20 50 10 20 700 1000 0.5 1 0.7 323
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% Aktivite
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Sekil 4.18. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi {izerine Ni™ nin farkli inhibitor
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Ni*?] grafigi

Cizelge 4.18. Karayemis meyvesinden saflastirlan GST enzimi tizerine Cu*”m ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlari

K.HPO Substrat (ul) Kiivetteki Kiivetteki

(150 ml\;l) CDNB | GSH | Enzim | Safsu | inhibitor | Toplam | Substratkons. | inhibitsr | %
@b | @5mMm) | omm) | (D | (D) (ul) hacim (mM) kons.  |Aktivite

() [cDNB'[GSH | (MM)

200 20 50 10 | 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 | 620 | 100 1000 0.5 1 05 88.2
200 20 50 10 | 520 | 200 1000 0.5 1 1 69.1
200 20 50 10 | 420 | 300 1000 0.5 1 15 64.7
200 20 50 10 | 320 | 400 1000 0.5 1 2 50
200 20 50 10 | 220 | 500 1000 0.5 1 25 45.6
200 20 50 10 | 120 | 600 1000 0.5 1 3 22.06
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Sekil 4.19. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi {izerine Cu™ nin farkli inhibitér

konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Cu*?] grafigi

Cizelge 4.19. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Mg™?un ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlari

K,HPO Substrat (pl) Kivetteki Kivetteki
21 4 Enzim | Saf su | inhibitér | Toplam | substratkons. | inhibitor %
(100mM) | CDNB | GSH ; o
1 1 1 hacim mM kons. Aktivite
(ul) 25mM) | (20mM) ) | (1 (uD) ! (mM) e
(uh) (mM)
CDNB | GSH
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 0.1 87.1
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 0.2 693.9
200 20 50 10 420 300 1000 0.5 1 0.3 57
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 0.4 44.1
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 0.5 33.3
200 20 50 10 120 600 1000 0.5 1 0.6 26.9
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Sekil 4.20. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine Mg nin farkli inhibitér
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Mg*?] grafigi

Cizelge 4.20. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Ca*un ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlar

Kiivetteki Kiivetteki
Substrat (pl . 0

(1K5(|)_| ;%I‘) (uh Enzim | Safsu | inhibitor | Toplam | substrat kons. | inhibitor %

(uh) CDNB GSH (ul) (ul) (ul) hacim (mM) kons. Aktivite

W (25mM) | (20mM) () [CoNB [ GsH | (mM)

200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100

200 20 50 10 710 10 1000 0.5 1 0.01 924

200 20 50 10 700 20 1000 0.5 1 0.02 78.8

200 20 50 10 690 30 1000 0.5 1 0.03 69.7

200 20 50 10 680 40 1000 0.5 1 0.04 65.1

200 20 50 10 670 50 1000 0.5 1 0.05 56

200 20 50 10 660 60 1000 0.5 1 0.06 47

200 20 50 10 650 70 1000 0.5 1 0.07 37.9
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Sekil 4.21. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine Ca™ nin farkli inhibitér
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Ca*?] grafigi

Cizelge 4.21. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi
gosteren metal iyonlarin ICsq degerleri

Kullanilan Mzetal Iyonu 1Cs0 (MM)
Cd" 1,79
Ni* 0,37
Cu* 1,71
Mg** 0,33
Ca* 0,05

4.5.3. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren organik

bilesikler icin ICso degerlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Karayemis bitkisinden afinite kromatografisiyle saflastirilan GST enziminin aktivitesi
lizerine bazi kimyasal bilesiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Enzimin aktivitesini
inhibe eden EDTA, Askorbik Asit ve Benzoik Asit ile sabit substrat konsantrasyonunda
bes farkli inhibitdr konsantrasyonu kullanilarak 1Csy degeri (enzimin aktivitesini yartya
diisiiren konsantrasyonu) ile % aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek Cizelge 4.22-4.25 ve
Sekil 4.22-4.25’de verildi.
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Cizelge 4.22. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine EDTA’nm ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

Kiivetteki Kiivetteki o
('1(02? E’]?/‘;) Substrat (ul) Enzim | Saf su | Inhibitér | Toplam | substrat kons. | inhibitor %
(ul) CDNB GSH (uh) | (u) (ul) hacim (mM) kons. Aktivite
K (25mM) | (20mM) (u) |[CDNB[GSH | (mMm)
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 670 50 1000 0.5 1 50 89.04
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 100 82
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 200 68.4
200 20 50 10 470 250 1000 0.5 1 250 58.9
200 20 50 10 420 300 1000 0.5 1 300 49.3
200 20 50 10 320 400 1000 0.5 1 400 42.5
200 20 50 10 220 500 1000 0.5 1 500 26
100

90

80
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Sekil 4.22. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi {izerine EDTA nin farkli inhibitor
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [EDTA] grafigi
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Cizelge 4.23. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine Askorbik Asit’in ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

Substrat (pl) Kiivetteki N . o
(1K(§(|)_| rz(l?/éll) Enzim | Saf su |Inhibitér| Toplam | substrat kons. Ifr:l}:/l%tlttel; ' %
CDNB | GSH @) | @) | (D hacim (mM) °f | Aktivite
W1 25mm) | (2omm) (ul) kons. (mM)
CDNB | GSH

200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100

200 20 50 10 670 100 1000 0.5 1 100 87.7

200 20 50 10 620 200 1000 0.5 1 200 56

200 20 50 10 520 300 1000 0.5 1 300 48

200 20 50 10 470 400 1000 0.5 1 400 41

200 20 50 10 420 500 1000 0.5 1 500 26

200 20 50 10 320 600 1000 0.5 1 600 17.8
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Sekil 4.23. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi lizerine Askorbik Asit in farkli
inhibitdr konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Askorbik Asit] grafigi
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Cizelge 4.24. Karayemis meyvesinden saflastirillan GST enzimi iizerine Benzoik Asit’in 1Csg
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

Substrat (ul) Kivetteki Kiivetteki
KoHPO, Enzi Saf su | inhibitsr | Topl substrat kons. inhibits %
(100 mM) nzim | Saf su | Inhibitdr| Toplam (mM) inhibitor o
(ul) CDNB GSH () () (uh hacim kons. Aktivite
(25mM) | (20mM) M) | cpnB | gsH | (MM)
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 670 100 1000 0.5 1 10 785
200 20 50 10 620 200 1000 0.5 1 20 62
200 20 50 10 520 300 1000 0.5 1 30 48
200 20 50 10 470 400 1000 0.5 1 40 43
200 20 50 10 420 500 1000 0.5 1 50 253
200 20 50 10 320 600 1000 0.5 1 60 8.9
100
90
80
70 y = 100e-0.031x
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Sekil 4.24. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi lizerine Benzoik Asit'in farkl
inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Benzoik Asit] grafigi
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Cizelge 4.25. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine SDS’nin ICs
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

('1(532?44) Substrat 4 Enzim iif Inhibitér Topl_am sulljsl?r/aett tlié{;ls. I?x?l?iititt%l? % )

(ul) (§5Dnl1\l|\ﬁ) (ZGO;I—'\LI) (ul) (ul) (ul) h?:; )m (mM) é(rﬁr':/ls) Aktivite
CDNB | GSH
200 20 50 10 720 - 1000 0.5 1 - 100
200 20 50 10 695 25 1000 0.5 1 10 83,69
200 20 50 10 670 50 1000 0.5 1 20 70,65
200 20 50 10 620 100 1000 0.5 1 30 59,78
200 20 50 10 570 150 1000 0.5 1 40 48,91
200 20 50 10 520 200 1000 0.5 1 50 31,52
200 20 50 10 470 250 1000 0.5 1 60 19,56
100

90
80
70
60
50 -
40 -
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% Aktivite

Sekil 4.25. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi tizerine SDS’nin farkli inhibit6r
konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [SDS] grafigi
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Cizelge 4.26. Karayemis meyvesi GST enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren
kimyasal bilesiklerin ICs, degerleri

Kullanilan Pestisit I1Cs0 (MM)
EDTA 346,5
Askorbik Asit 231
Benzoik Asit 22,35
SDS 0,087

4.5.4. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren pestisitler

icin K| sabitlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Inhibitér calismasinda karayemis bitkisi GST enzimi iizerinde diclorvos, cypermethrin,
imidacloprid, fenoxaprop-p-ethyl, glifosat izopropilamin tuzu pestisitleri kullanild.
Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok cozeltileri
kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine ayni sekilde her bir substrat konsantrasyonu
icin en uygun li¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitdr stok c¢ozeltileri
kullanilarak 6n calismayla tespit edildi. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST
enzimi i¢in Ki degerlerinin belirlenmesinde kullanilan pestisit i¢in ¢ozelti miktarlar: ve
bunlara karsilik gelen pestisit konsantrasyonlar1 Cizelge 4.27-4.32°de verildi. Daha
sonra Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi i¢in ii¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri belirlenerek Lineweaver-Burk grafigi
cizilerek K; degeri ve inhibisyon tipi tayin edilerek Sekil 4.26-4.30’da verildi
(Lineweaver and Burk 1934).

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi enzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan
tim maddeler igin inhibisyon tipleri (yarsmali inhibit6r, yar1 yarigmali inhibitér,

yarismasiz inhibitor) asagidaki formiillere gore hesaplandi.
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Yarismasiz i¢in: Yarismal icin:
v, [1]
Vinaxl = ma[’;] Kul = K (1 + )
1+ e i
1

Cizelge 4.27. Karayemis GST enzimi iizerine Glifosat- izopropilamin tuzu’nun (N-(fosfonik
asit) glisin) K; degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Substrat (ul . L i i i i
{f&ﬁﬁ“) CDNB (“G)SH Enzim Ssif Inhibitor Kuﬁztrzfl(r;ul\t/)strat Ifr?hvlitltteol? EfcI? r;n
(ul) @smvy | commy | M Ty | @D TCONB | GSH | kons. (mM) | (ul)
200 20 25 10 | 745 - 05 | 05 - 1000
200 20 50 10 | 720 - 05 1 - 1000
200 20 100 10 | 670 - 05 2 - 1000
200 20 150 10 | 620 - 05 3 - 1000
200 20 200 10 | 570 - 05 4 - 1000
200 20 25 10 | 645 | 100 05 | 05 1 1000
200 20 50 10 |62 | 100 05 1 1 1000
200 20 100 10 |50 100 05 2 1 1000
200 20 150 10 | 520 | 100 05 3 1 1000
200 20 200 10 | 470 100 05 4 1 1000
200 20 25 10 | 545 | 200 05 | 05 2 1000
200 20 50 10 | 520 | 200 05 1 2 1000
200 20 100 10 | 470 | 200 05 2 2 1000
200 20 150 10 | 420 | 200 05 3 2 1000
200 20 200 10 | 370 200 05 4 2 1000
200 20 25 10 | 245 | 300 05 | 05 3 1000
200 20 50 10 | 420 | 300 05 1 3 1000
200 20 100 10 | 370 | 300 05 2 3 1000
200 20 150 10 | 320 300 05 3 3 1000
200 20 200 10 | 270 | 300 05 4 3 1000
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Seil 4.26. Karayemis GST enzimi aktivitesi tizerine Glifosat- izopropilamin tuzu’nun
(N-(fosfonik asit) glisin) etkisi

Cizelge 4.28. Karayemis meyvesinden saflastiritlan GST enzimi iizerine Fenoxaprop- p-
ethylh’in K; degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

trat (ul Kiivetteki u 1

(T(%ZE?AA) CDS;bS - (L(lB)SH Enzim Sszaf Inhibitor subsut\r/aet Ifons. Ifr?}:,l:;ttf)l? E;J?mm

@) | @mm) | @ommy | WDy | @D () kons, (ul)
CDNB | GSH (mM)

200 20 25 10 745 - 0.5 0.5 - 1000
200 20 50 10 720 - 0.5 1 - 1000
200 20 75 10 695 - 0.5 1.5 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 - 1000
200 20 25 10 545 200 0.5 0.5 2 1000
200 20 50 10 520 200 0.5 1 2 1000
200 20 75 10 495 200 0.5 1.5 2 1000
200 20 150 10 420 200 0.5 2 1000
200 20 300 10 270 200 0.5 2 1000
200 20 25 10 445 300 0.5 0.5 3 1000
200 20 50 10 420 300 0.5 1 3 1000
200 20 75 10 395 300 0.5 1.5 3 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 3 1000
200 20 25 10 345 400 0.5 0.5 4 1000
200 20 50 10 320 400 0.5 1 4 1000
200 20 75 10 295 400 0.5 1.5 4 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 4 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 4 1000
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Sekil 4.27. Karayemis GST enzimi aktivitesi iizerine Fenoxaprop- p-ethylh’in etkisi

Cizelge 4.29. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Cypermethrin’in K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim | Safsu | Inhibitér | Kiivetteki substrat | Kiivetteki | Toplam
(100mM) | CDNB GSH (u (1)) (1)) kons. (mM) inhibitor Hacim
(uh) (25mM) | (20mM) CDNB | GSH kons. (uD)
(mM)
200 20 25 10 745 - 0.5 0.5 - 1000
200 20 50 10 720 - 0.5 1 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 25 10 495 250 0.5 0.5 0.25 1000
200 20 50 10 470 250 0.5 1 0.25 1000
200 20 100 10 420 250 0.5 2 0.25 1000
200 20 200 10 320 250 0.5 4 0.25 1000
200 20 300 10 220 250 0.5 6 0.25 1000
200 20 25 10 445 300 0.5 0.5 0.3 1000
200 20 50 10 420 300 0.5 1 0.3 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 0.3 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 0.3 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 6 0.3 1000
200 20 25 10 345 400 0.5 0.5 0.4 1000
200 20 50 10 320 400 0.5 1 0.4 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 0.4 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 0.4 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 6 0.4 1000
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Sekil 4.28. Karayemis GST enzimi aktivitesi lizerine Cypermethrin’in etkisi

Cizelge 4.30. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine dichlorvosun K
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim Saf Inhibitér Kiivetteki Kiivetteki | Toplam
(100mMm) (ul) su ()] substrat kons. inhibitor Hacim
(u) CDNB | GSH (ul) (mM) kons. (ul)
(25mM) | (20mM) CDNB | GSH | (mM)
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 2 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 2 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 2 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 2 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 6 2 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 2.5 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 2.5 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 25 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 2.5 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 6 2.5 1000
200 20 100 10 220 450 0.5 2 3 1000
200 20 150 10 170 450 0.5 3 3 1000
200 20 200 10 120 450 0.5 4 3 1000
200 20 250 10 70 450 0.5 5 3 1000
200 20 300 10 20 450 0.5 6 3 1000
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Sekil 4.29. Karayemis GST enzimi aktivitesi tizerine Dichlorvos’un etkisi

Cizelge 4.31. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine Imidacloprid’in K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitdr konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim | Safsu | Inhibitér Kivetteki Kiivetteki | Toplam
(100mMm) CDNB GSH (uh (1)) (uh substrat kons. inhibitor Hacim
(ul) (25mM) | (20mMm) (mM) kons. (uh)
CDNB | GSH (mM)

200 20 10 10 760 - 0.5 0.2 - 1000
200 20 25 10 745 - 0.5 0.5 - 1000
200 20 50 10 720 - 0.5 1 - 1000
200 20 75 10 695 - 0.5 15 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 10 10 510 250 0.5 0.2 0.25 1000
200 20 25 10 495 250 0.5 0.5 0.25 1000
200 20 50 10 470 250 0.5 1 0.25 1000
200 20 75 10 445 250 0.5 15 0.25 1000
200 20 100 10 420 250 0.5 2 0.25 1000
200 20 10 10 460 300 0.5 0.2 0.3 1000
200 20 25 10 445 300 0.5 0.5 0.3 1000
200 20 50 10 420 300 0.5 1 0.3 1000
200 20 75 10 395 300 0.5 15 0.3 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 0.3 1000
200 20 10 10 360 400 0.5 0.2 0.4 1000
200 20 25 10 345 400 0.5 0.5 0.4 1000
200 20 50 10 320 400 0.5 1 0.4 1000
200 20 75 10 295 400 0.5 15 0.4 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 0.4 1000
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Sekil 4.30. Karayemis GST enzimi aktivitesi iizerine Imidacloprid’in etkisi

Cizelge 4.32. Karayemis meyvesi GST enzimi lizerine inhibisyon tipleri arastirilan

pestisitler
inhibitor Cinsi [1] mM K; (mM) D(e)gr::*il?rrin?m}?\i/[) inhibisyon Tipi
Glifosat- 1 10,63
izopropilamin 2 4,09 6,0734£3,957 Yarismasiz
tuzu 3 3,5
Fenoxaprop-p- L 3,80
ethyl 2 2,80 2,8+1 Yarismah
3 1,80
0,25 0,94
Cypermethrin 0,30 0,56 0,63+0,282 Yar1 Yarismah
0,40 0,39
2,0 4,14
Dichlorvos 2,5 2,54 2,66+1,419 Yar1 Yarismah
3,0 1,31
0,25 0,232
imidacloprid 0,30 0,12 0,097+0,032 Yarismah
0,40 0,074
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4.5.5. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren metal

iyonlar icin K; sabitlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Inhibitér calismasinda karayemis bitkisi GST enzimi iizerinde Cadminyum (Cd+2),
Nikel (Ni*%), Bakir (Cu*?), Magnezyum (Mg*?), Kalsiyum (Ca*?) metalleri kullanild:.
Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok cozeltileri
kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine ayn1 sekilde her bir substrat konsantrasyonu
icin en uygun i¢ farkli sabit inhibitdér konsantrasyonu inhibitér stok c¢ozeltileri
kullanilarak 6n calismayla tespit edildi. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST
enzimi i¢in Ki degerlerinin belirlenmesinde kullanilan metal iyonlar1 igin ¢ozelti
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen metal iyonu konsantrasyonlar1 Cizelge 4.33-4.38’de
verildi. Daha sonra Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi i¢in ii¢ farkli sabit
inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri belirlenerek Lineweaver-Burk
grafigi cizilerek K; degeri ve inhibisyon tipi tayin edilerek Sekil 4.31-4.35’de verildi
(Lineweaver and Burk 1934).
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Cizelge 4.33. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Cd**’un K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara Karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

Substrat (ul) Kiivetteki Kiivetteki
Sy [oome | con | E0im | S | o | sstattons | | (5267
@) | @5mm) | @ommy | (ul) # ong T a1 mw) (ul)

200 20 50 10 720 - 0.5 1 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 50 10 420 300 0.5 1 2 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 2 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 2 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 2 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 2 1000
200 20 50 10 320 400 0.5 1 2.5 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 25 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 25 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 2.5 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 25 1000
200 20 50 10 220 500 0.5 1 3 1000
200 20 100 10 170 500 0.5 2 3 1000
200 20 150 10 120 500 0.5 3 3 1000
200 20 200 10 70 500 0.5 4 3 1000
200 20 250 10 20 500 0.5 5 3 1000

@ Kontrol

B2mM

A2,5mM

¢3mM

1/V (umol/dak)?

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1/[GSH] mM-!

Sekil 4.31. Karayemis GST enzimi aktivitesi iizerine Cd**’un etkisi
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Cizelge 4.34. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Ni**’in K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

Substrat (ul Kivetteki Kiivetteki
('fOHOer](I\)A“) onE (;;H Enzim | Saf su | inhibitor | substrat kons. | inhibitor E’;C'f‘mm
WD | 2smmy | ommy | D] @D [ @D (mi) kons. |yl
CDNB | GSH (mM)
200 20 50 10 720 - 05 1 - 1000
200 20 75 10 695 - 0.5 15 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 05 4 - 1000
200 20 50 10 520 200 0.5 1 0.2 1000
200 20 75 10 495 200 0.5 15 0.2 1000
200 20 100 10 470 200 0.5 2 0.2 1000
200 20 150 10 420 200 0.5 3 0.2 1000
200 20 200 10 370 200 0.5 4 0.2 1000
200 20 50 10 420 300 05 1 0.3 1000
200 20 75 10 395 300 0.5 15 0.3 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 0.3 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 0.3 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 0.3 1000
200 20 50 10 320 400 0.5 1 0.4 1000
200 20 75 10 295 400 05 15 0.4 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 0.4 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 0.4 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 0.4 1000
@ Kontrol 25 7
H0,2mM
A 0,3mM 20
¢ 0,4mM .
=
3 15
o
5
; 10
5
0,3 0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1
1/[GSH] mM'?

Sekil 4.32. Karayemis GST enzimi aktivitesi lizerine Ni*?nin etkisi
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Cizelge 4.35. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Cu*? 1 K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlari

1/V(pmol/dak)?

-0,25

-0,05

0,15

0,35

0,55

0,75

1/[GSH] mM?!

0,95

1,15

Substrat (ul Kiivetteki Kiivetteki
KH;PO, () Enzim | Saf su | inhibitor | substrat kons. | inhibitor | 1oPaM
(100mM) | CDNB GSH Hacim
CDNB | GSH | (mM)

200 20 50 10 720 - 0.5 1 - 1000
200 20 75 10 695 - 0.5 15 - 1000
200 20 100 10 | 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 | 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 | 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 50 10 520 200 0.5 1 15 1000
200 20 75 10 495 200 0.5 15 15 1000
200 20 100 10 470 200 0.5 2 15 1000
200 20 150 10 | 420 200 0.5 3 1.5 1000
200 20 200 10 | 370 200 0.5 4 1.5 1000
200 20 50 10 | 420 300 0.5 1 2 1000
200 20 75 10 395 300 0.5 15 2 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 2 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 2 1000
200 20 200 10 | 270 300 0.5 4 2 1000
200 20 50 10 | 320 400 0.5 1 2.5 1000
200 20 75 10 | 295 400 0.5 1.5 2.5 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 2.5 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 2.5 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 2.5 1000

® Kontrol

B1,5mM

A2mM

¢ 2,5mM

ekil 4.33. Karayemis GST enzimi aktivitesi iizerine Cu™%’1n etkisi
S yemis
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Cizelge 4.36. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine Mg**’un K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim | Saf su | Inhibitor Kiivetteki Kiivetteki | Toplam
(10(OrBM) CDNEB GSH (ul) (ul) (u) subs(t;?;/l I;ons. in|1(1ci)tr>115tér H(acli m
M) | 25mm) | (20mMy ' ub)
CDNB | GsH | (mM)
200 20 75 10 695 - 0.5 15 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 75 10 495 200 0.5 15 0.2 1000
200 20 100 10 470 200 0.5 2 0.2 1000
200 20 150 10 420 200 0.5 3 0.2 1000
200 20 200 10 370 200 0.5 4 0.2 1000
200 20 250 10 320 200 0.5 5 0.2 1000
200 20 75 10 395 300 0.5 15 0.3 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 0.3 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 0.3 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 0.3 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 0.3 1000
200 20 75 10 295 400 0.5 15 0.4 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 0.4 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 0.4 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 0.4 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 0.4 1000

® Kontro 16 -
|
mO,2m 14 1
M L 12 -
=
3 10 -
=
o
€ 8 -
=
< 6 -
(]
4 -
r % T T T 1
-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7
1/[GSH] mM-1

Sekil 4.34. Karayemis GST enzimi aktivitesi lizerine Mg+2’un etkisi
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Cizelge 4.37. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Ca**’un K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (pul) Enzim | Saf su | Inhibitér |Kiivetteki substrat| Kiivetteki | Toplam
(100mM) " cDNB™ | GSH (ul) (ul) (ul) kons. (mM) inhibitér | Hacim
(WD | (25mMm) | (20mMm) kons. (ul)
CDNB | GSH (mM)
200 20 10 10 760 - 0.5 0.2 - 1000
200 20 25 10 745 - 0.5 0.5 - 1000
200 20 50 10 720 - 05 1 - 1000
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 10 10 710 50 0.5 0.2 0.05 1000
200 20 25 10 695 50 0.5 0.5 0.05 1000
200 20 50 10 670 50 0.5 1 0.05 1000
200 20 100 10 620 50 0.5 2 0.05 1000
200 20 250 10 470 50 0.5 5 0.05 1000
200 20 10 10 700 60 0.5 0.2 0.06 1000
200 20 25 10 685 60 0.5 0.5 0.06 1000
200 20 50 10 660 60 0.5 1 0.06 1000
200 20 100 10 610 60 0.5 2 0.06 1000
200 20 250 10 460 60 0.5 5 0.06 1000
200 20 10 10 690 70 0.5 0.2 0.07 1000
200 20 25 10 675 70 0.5 0.5 0.07 1000
200 20 50 10 650 70 0.5 1 0.07 1000
200 20 100 10 600 70 0.5 2 0.07 1000
200 20 250 10 450 70 0.5 5 0.07 1000
60 -
@ Kontrol
B 0,05mM
A0,06mM 20 1
¢ 0,07mM 'é
c 40 -
I *
o
g 30
i
= 20 5
-2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5

1/[GSH] mM-1

Sekil 4.35. Karayemis GST enzimi aktivitesi lizerine Ca*®’nin etkisi
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iyonlari
inhibitér Ortalama k|
Cinsi [1] mM Ki (mM) Degerleri Inhibisyon Tipi
(mM)
2 6,65
Cd*? 2,5 3,23 3,55+2,953 Yarismah
3 0,77
0,2 0,55
Ni*? 0,3 0,54 0,47+0,13 Yarismasiz
0,4 0,32
15 3,75
Cu*? 2,0 2,26 2,626+0,992 Yarismasiz
2,5 1,87
0,2 0,355
I\/IgJr2 0,3 0,315 0,286+0,087 Yarismah
0,4 0,188
0,05 0,11
Ca'? 0,06 0,06 0,06+0,04 Yarismasiz
0,07 0,03

4.5.6. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren organik

bilesikler icin K; sabitlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

Inhibitdér ¢alismasinda karayemis bitkisi GST enzimi iizerinde EDTA, Askorbik Asit,
Sodyumdodesil siilfat (SDS) ve Benzoik Asit kullanildi. Calismalarda en uygun bes
farkli substrat konsantrasyonu substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n calismayla
belirlendi. Yine ayni sekilde her bir substrat konsantrasyonu i¢in en uygun li¢ farklh
sabit inhibitor konsantrasyonu inhibitor stok cozeltileri kullanilarak 6n calismayla tespit
edildi. Karayemis meyvesinden saflastirllan GST enzimi i¢in Ki degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan kimyasal bilesikler i¢in ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen kimyasal bilesik konsantrasyonlar1 Cizelge 4.39-4.43’de verildi. Daha sonra
Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi i¢in ii¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri belirlenerek Lineweaver-Burk grafigi
cizilerek K; degeri ve inhibisyon tipi tayin edilerek Sekil 4.36-4.39’da verildi
(Lineweaver and Burk 1934).
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Cizelge 4.39. Karayemis meyvesinden saflagtirllan GST enzimi iizerine EDTA’nmn K|
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (pul) Enzim | Saf su | Inhibitor Kiivetteki Kiivetteki | Toplam
(200mM) CDNB GSH (ul) (ul) (ul) substrat kons. | inhibitor | Hacim
(ul) 25mM) | (20mMm) (mM) kons. (ul)
CDNB [ GSH | (mM)
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 100 10 420 250 0.5 2 250 1000
200 20 150 10 370 250 0.5 3 250 1000
200 20 200 10 320 250 0.5 4 250 1000
200 20 250 10 270 250 0.5 5 250 1000
200 20 300 10 220 250 0.5 6 250 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 300 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 300 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 300 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 300 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 6 300 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 400 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 400 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 400 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 400 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 6 400 1000
@ Kontrol 12 -
m250mM
A 300mM 10 -
* 400mM -
2 8 -
<
2
o
2 .
-0,8 -0,6 -04 -0,2 0 0,2 04 0,6
1/[GSH] mM-!

Sekil 4.36. Karayemis GST enzimi aktivitesi tizerine EDTA nin etkisi
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Cizelge 4.40. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine Askorbik Asit’in K
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim | Saf | Inhibitor Kiivetteki Kiivetteki| Toplam
(100mM) | CDNB GSH (ul) su (ul) substrat kons. | inhibitér | Hacim
(ul) (256mM) | (20mM) (ul) (mM) kons. (ul)
CDNB | GSH | (mM)
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 100 10 470 200 0.5 2 200 1000
200 20 150 10 420 200 0.5 3 200 1000
200 20 200 10 370 200 0.5 4 200 1000
200 20 250 10 320 200 0.5 5 200 1000
200 20 300 10 270 200 0.5 6 200 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 300 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 300 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 300 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 300 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 6 300 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 400 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 400 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 400 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 400 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 6 400 1000
@ Kontrol 15 -
H200mM
A 300mM -
* 400mM x
£
]
g
z
-
5
-0,35 -0,15 0,05 0,25 0,45 0,65
1/[GSH] mM!

Sekil 4.37. Karayemis GST enzimi aktivitesi lizerine Askorbik Asit’in etkisi
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Cizelge 4.41. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi lizerine Benzoik Asit’in K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitor konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (pul) Enzim | Saf su | Inhibitor Kiivetteki Kiivetteki | Toplam
(100mM) |"cDNB GSH (ul) (ul) (ul) substrat kons. | inhibitér | Hacim
()] (25mM) (20mM) (mM) kons. (ul)
CDNB | GSH (mM)
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 100 10 470 200 0.5 2 20 1000
200 20 150 10 420 200 0.5 3 20 1000
200 20 200 10 370 200 0.5 4 20 1000
200 20 250 10 320 200 0.5 5 20 1000
200 20 300 10 270 200 0.5 6 20 1000
200 20 100 10 370 300 0.5 2 30 1000
200 20 150 10 320 300 0.5 3 30 1000
200 20 200 10 270 300 0.5 4 30 1000
200 20 250 10 220 300 0.5 5 30 1000
200 20 300 10 170 300 0.5 6 30 1000
200 20 100 10 270 400 0.5 2 40 1000
200 20 150 10 220 400 0.5 3 40 1000
200 20 200 10 170 400 0.5 4 40 1000
200 20 250 10 120 400 0.5 5 40 1000
200 20 300 10 70 400 0.5 6 40 1000
@ Kontrol 25 1
B 20mM
A 30mM
* 40mM 20
=
é 15
]
£
2
>
= 10
. i . . .
-0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/GSH mM!

Sekil 4.38. Karayemis GST enzimi aktivitesi tizerine Benzoik Asit’in etkisi
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Cizelge 4.42. Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi iizerine SDS’nin K;degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

KH,PO, Substrat (ul) Enzim | Saf |inhibitor Kiivetteki Kiivetteki | Toplam
(100mM) | CDNB GSH (ul) su (ul) substrat kons. inhibitor Hacim
(ul) (25m | (20mM) (ul) (mM) kons. (ul)
M) CDNB | GSH (mM)
200 20 100 10 670 - 0.5 2 - 1000
200 20 150 10 620 - 0.5 3 - 1000
200 20 200 10 570 - 0.5 4 - 1000
200 20 250 10 520 - 0.5 5 - 1000
200 20 300 10 470 - 0.5 6 - 1000
200 20 100 10 470 50 0.5 2 0,05 1000
200 20 150 10 420 50 0.5 3 0,05 1000
200 20 200 10 370 50 0.5 4 0,05 1000
200 20 250 10 320 50 0.5 5 0,05 1000
200 20 300 10 270 50 0.5 6 0,05 1000
200 20 100 10 370 100 0.5 2 0,1 1000
200 20 150 10 320 100 0.5 3 0,1 1000
200 20 200 10 270 100 0.5 4 0,1 1000
200 20 250 10 220 100 0.5 5 0,1 1000
200 20 300 10 170 100 0.5 6 0,1 1000
200 20 100 10 270 150 0.5 2 0,15 1000
200 20 150 10 220 150 0.5 3 0,15 1000
200 20 200 10 170 150 0.5 4 0,15 1000
200 20 250 10 120 150 0.5 5 0,15 1000
200 20 300 10 70 150 0.5 6 0,15 1000
80 - @ Kontrol
70 1 m0,05mM
Fi‘? 60 - A
3 50 -
° *
g_ 40 -
g 30 -
20 -
10 ®
-0,4 0,1 0,6 1,1 1,6

1/[GSH] mM-1

Sekil 4.39. Karayemis GST enzimi aktivitesi izerine SDS’nin etkisi
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Cizelge 4.43. Karayemis meyvesi GST enzimi iizerine inhibisyon tipleri arastirilan
organik bilesikler

I“g‘ilr’]‘;i‘" NymM | K (mM) Dggr:fl':‘rrinfm';'{) inhibisyon Tipi

250 297,2
EDTA 300 203,2 235,65+53,34 Yarismah

400 206,5
. 200 10,35

AS'IZ\(?SII‘tb Ik 300 7,95 8,173+£2,074 Yar1 Yarismah
400 6,22
20 5,93

Benzoik Asit 30 2,17 3,356+2,230 Yar1 Yarismah
40 1,97
0,05 0,51

SDS 0.1 0,07 0,203+0,266 Yar1 Yarismah
0,15 0,03

4.6. Karayemis Meyvesi GST Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi incelenen Diger

Kimyasallar

Karayemis meyvesi lzerine inhibisyon etkisi calisilan bazi kimyasal maddelerin
inhibisyon etkisi gostermedigi goriilmiis olup calisilan kimyasal molekiiller Cizelge

4.55’de gosterilmistir.

Cizelge 4.44. Karayemis meyvesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan diger kimyasal
maddeler

Kimyasal Maddeler Inbibisyon EtKisi

2,4 dichlorophenoxya asetikasit dimetilamin Etki etmedi
tuzu

Haloxyfop-p-methyl Etki etmedi
Lambda-cyhalothrin Etki etmedi
Etanol Etki etmedi
Tokoferol (E vitamini) Etki etmedi
Pb* Etki etmedi
Co*™ Etki etmedi
Fe*” Etki etmedi
Zn*’ Etki etmedi
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5. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde saglikli ve kaliteli bir Omiir slirdiirmenin gerekliligi oldukca biiyiiktiir.
Ozellikle son yillarda iilkemizde asir1 niifiis artis1, hizli kentlesme ve sanayinin
gelismesine bagl olarak c¢evre kirliligi artmaktadir. Bu durum dogadaki tiim canlilarin
saghigint tehdit etmektedir. Bu tehditlere karsi viicudun direncini artirici besinlerin
kullanimi gerekmektedir. Bununla birlikte canli organizmalarda gorev alan enzimlerin
islevleri saglikli ve siirdiiriilebilir bir yasam igin ¢ok Onem kazanmaktadir. Bu
enzimlerin en Onemlilerinden biri detoksifikasyondan sorumlu olan glutatyon S-

transferaz enzimidir.

Glutatyon S-transferaz enzimi ksenobiyotik maddelerin detoksifikasyonunda iyi bilinen
bir enzimdir (Wagner et al. 2002). GST’ler indirgenmis gluatyonun (GSH)
ksenobiyotiklere konjugasyonunu saglayan dimerik yapida genis bir enzim ailesidir.
Indirgenmis glutatyon elektrofilik karbon, siilfiir veya azot atomlar1 tastyan nonpolar
bilesiklere baglanir. Bu sekilde GST’ler oksidatif stres sonucu olusan ikincil endojen
bilesiklerin ve antitiimdr ilaclar, gevresel karsinojenler gibi ksenobiyotiklerin faz II
yoluyla transformasyonunu saglayarak yapist degismis ksenobiyotikleri hiicre i¢i ve
hiicre dis1 sivida daha ¢oziiniir hale getirir ve viicut digina atilmimi kolaylastirir.
GST’ler, canlilan sitotoksik elektrofilik kimyasallara kars1 koruyan ve oksidatif strese
karst uyumu saglayan dinamik, interaktif bir savunma mekanizmasmin Onemli

parcalaridir ve ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli islevlere sahiptirler.

Toksik ekzojen bilesikleri metabolize etme kabiliyetlerinden dolayr ayrintili bigimde
memelilerde arastirilmis olan GST'ler, bocekleri, bakterileri, bitkileri de igeren birgok
kaynaktan saflastirilmis ve incelenmistir. GST ler organizmanin savunma sisteminde
cok onemli bir enzim olmasindan dolay1 cesitli tiirlerden saflastirilmasi yapisal ve

kinetik 6zelliklerinin saptanmasi ve karekterizasyonu giiniimiizde de devam etmektedir.
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Canli organizmalar i¢in olduk¢a 6nemli yeri olan glutatyon S-transferaz enzimiyle ilgili
ilk calismalar sican karacigerinde yapilmistir (Boyland and Chasseaud 1969). Daha
sonra GST’ler insan, fare, sigir ve siganlarin degisik dokularindan saflastirilarak
yapilari, fonksiyonlar1 ve metabolik 6zellikleri kapsamli bir sekilde incelenmistir (Hee-

Joong et al. 2005).

Calismamizda karayemisin meyve etinden glutatyon S-transferaz enziminin sephadex
G-100 jel filtrasyon ve afinite kromataografisi ile saflastirilmasi, karakterizasyonu, bazi
kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismalar1 yapildi. Ayrica enzim aktivitesi lizerine
bazi pestisitler, metal iyonlar1 ve organik bilesiklerin etkileri belirlenmeye ¢aligiimistir.
Bu amagla Karadeniz Bolgesi Tokat ili civarinda toplanan meyveler kii¢iik buzdolab1

posetlerine konarak laboratuarimizda derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Saflagtirma islemi, Giivercin et al. (2008), Comakli (2011) ile Chun-hua Z. et al. (2013)
uyguladig1 prosediire gore yapildi. Oncelikle homojenatin hazirlanmasi ve glutatyon-
agaroz afinite jel kromatografisi olmak {izere iki asamada gerceklestirildi. Saflastirma
tablosu yapildi. Daha sonra, sephadex G-100 jel filtrasyon ve glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi olmak {izere ii¢ asamada gergeklestirildi Chun-hua Z. et al. (2013).
Glutatyon-agaroz afinite kolonu GST’lerin saflastirilmasinda etkin bir sekilde
kullanildigindan saflastirma sirasinda bu afinite kolonu da kullanildi. Bu yontem,
saflastirma siiresinin az olmasi ve saflastirma esnasinda aktivite kaybinin diisiik olmasi
gibi avantajlara sahiptir. Bu saflastirma prosediirii sayesinde oncelikle GST enzimi
sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile 1,42 EU/ mg protein spesifik aktiviteye
sahip %74,24 verimle 15,77 kat saflastirild1 (Cizelge 4.1). Daha sonra saflastirma islemi
sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisini takiben glutatyon agaroz afinite kolonu
yardimiyla yapild: ve spesifik aktivite 2,2 EU/ mg protein, % 33,3 lik verim ve 24,46
katlik saflagtirmaya ulasildi (Cizelge 4.1).
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Degerler incelendiginde sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisini takiben
glutatyon agaroz afinite kolonuna homojenat uygulandiginda spesifik aktivitede
yaklasik olarak 1,55 katlik bir artis gézlendi.

Enzimi saflastirmak i¢in homojenata 6nce noétral tuz (Amonyum siilfat) ¢oktiirmesi
uygulandi. Ancak her bir araliktaki tuz konsantrasyonunda hem cokelekteki hem de
slipernatanttaki enzim aktivitelerinin tutarsizligt ve bu islem sirasinda enzim
aktivitesinin ¢ok biiylik bir kismini kaybetmesi nedeniyle saflastirma isleminde bu

asama uygulanmadi.

Literatiirde de bizim karsilastigimiz bu duruma benzer sorunla karsilasildigi rapor
edilmistir (Tamaki et al. 1989; Giivercin et al. 2008). Chun-hua et al. (2013) piring
iizerine Cd*#un etkisini arastirmis olup; sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi
ile saflagtirma sonuglarini su sekilde bulmustur: saflastirma katsayist 2,15, verim %25
ve spesifik aktivite 564,6 EU/mg protein. Afinite kromatografisi sonrasi sonuglar ise;
saflastirma katsayis1 11,68, verim %4 ve spesifik aktivite 3068. Sonuglara dikkat
edildiginde spesifik aktivitenin yaklasik 6 kat arttig1 goriilmektedir. Huang et al. (2008)
bir balik tiiriiniin olan (monopterus albus) karacigerinden GST enzimini glutatyon-
sepharose 6B afinite kolonuyla ile saflastirip karakterize etmislerdir. Enzimi, 13,07
umol/ mg spesifik aktiviteye sahip %14 verimle 300 kat saflastirmislardir. Yine benzer
bir calismada, kedi baliginin bagirsak mukozasindan GST enzimini glutatyon-agaroz
afinite kolonuyla 107 pmol/ mg spesifik aktiviteye sahip %87 verimle 100 kat
saflastirdiklarini rapor etmislerdir. Saflastirmadan sonra enzim safliginin kontrolii i¢in
SDS-PAGE vyapildi ve tek bant elde edildi (Sekil 4.4). Elde edilen tek bant, spesifik
aktivite ve saflastirma katsayisina bakilarak, uygulanan metodun arastirmacilar igin

uygun bir metot oldugu goriildii.

Glutatyon S-transferaz enzimi i¢in yaptigimiz karakterizasyon calismalarinda enzimin
optimum pH’s1 0,1 M potasyum fosfat tamponuyla 7,0 olarak belirlendi (Sekil 4.5).
Optimum pH belirleme calismalarinda artan pH’nin (7,5-9,0) GSH ile CDNB’nin

enzimatik olmayan konjugasyonlarmi artirdigr diisiindigimiiz icin yiiksek pH daki
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Olgtimlerin faydali olmayacagi kanaatine vardik. Akkemik et al. (2012) hindi
karacigerinden elde ettikleri GST enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH’y1 K-fosfat
tamponunda 7,3 olarak bulmuslardir. Bir bagka ¢alismada Giivercin et al. (2008) sigir
eritrositlerinden saflastirilan GST enzimi i¢in optimum pH degerini 7,0 olarak
gozlemlemislerdir. Huang et al. (2008) bir balik tiiri olan (monopterus albus)
karacigerinden elde ettikleri GST enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH’y1 7,0-7,5
olarak gozlemlemislerdir. Bununla birlikte Hamed et al. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada
glutatyon  S-transferaz  enzimini  Tilapya (Oreochromis niloticus) baliginin
karacigerinden saflastirilip enzimin optimum pH’sini1 8 olarak belirlediklerini rapor
etmislerdir. Comakli (2011) gokkusagi eritrositlerinden elde ettigi GST enzimi igin
optimum pH’y1 7,3 olarak bulmustur. Goriildiigii gibi farkli kaynaklardan saflagtirilan

glutatyon S- transferaz enziminin optimum pH' s1 7,0-8,0 arasinda olabilmektedir.

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzim aktivitesi iizerine optimum iyonik
siddetin etkisi 0,125 M olarak belirlendi. Bu deger enzim aktivitesinin optimum oldugu

potasyum fosfat tamponundaki 0,100 M’a yakindir (Sekil 4.6).

GST enzimi igin yaptigimiz stabil pH c¢aligmalar1 sonucu elde ettigimiz deger K-fosfat
tamponu igerisinde 6,5 olarak gbzlendi. Sonuglar spektrofotometrik olarak 12 saatte bir

yapilmak tizere 3 giin tekrarlandi (Sekil 4.8).

Her enzimin maksimum aktivite gdsterdigi bir sicaklik araligi vardir. Cok yiiksek ve
cok diisiik sicakliklarda enzimin ii¢ boyutlu yapist bozulur ve enzim aktivitesi kaybolur.
Calismamizda karayemis meyvesinden saflastirilan GST enziminin optimum oldugu
sicakligr belirlemek ig¢in 0°C ile 75°C arasinda her 10°C’de bir enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve optimum sicakligi Sekil 4.7°de goriildiigii gibi 30°C
olarak belirlendi. Onceki calismalarda Akkemik et al. (2012) hindi karacigerinden elde
ettikleri GST enzim aktivitesinin maksimum oldugu sicakligi 50°C, Comakli (2011)
gokkusagi alabalik eritrositlerinden elde ettikleri GST enzimi optimum sicakligini yine
30°C, Tiirkanoglu (2007) insan kan serumdan saflastirdig1 enzimin optimum sicakligini

65°C olarak rapor etmislerdir. Sekil 4.9’da goriildiigii gibi enzim 70°C gibi yiiksek bir
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sicaklikta bile aktivitesini kaybetmemesi enzimin bazi canli dokularinda sicakliga karsi

stabil oldugunu gostermektedir ki bu goriisti onceki ¢alismalarda destekler niteliktedir.

Enzim kinetiginde Ky degerinin iki anlami vardir. Birincisi Ky, enzimin aktif
bolgelerinin yarismin doldugu substrat konsantrasyonudur. Ikincisi, enzimin subsrata
olan ilgisinin bir gostergesidir. Aragtirmamizda karayemis meyvesinden saflastirdigimiz
GST enzimi i¢in kullandigimiz GSH ve CDNB subsratlari i¢in Ky Ve Vpax degerleri
belirlenmistir.  Bu amagla sabit CDNB konsantrasyonunda, 5 farkli GSH
konsantrasyonu kullanilarak spektrofotmetrik olarak enzim aktiviteleri belirlendi.
Lineveawer-Burk grafigi ¢izilerek bu grafikten GSH subsrati igin Ky Ve Viax degerleri
hesaplandi (Sekil 4.10, Cizelge 4.9). Enzimin diger subsrati olan CDNB igin ise sabit
GSH konsantrasyonunda, 5 farkli CDNB konsantrasyonu kullanilarak spektrofotometrik
olarak enzim aktiviteleri belirlendi. Lineveawer-Burk grafigi cizilerek bu grafikten
CDNB subsrat1 i¢in Ky Ve Viax degerleri hesaplandi (Sekil 4.11, Cizelge 4.9). GSH igin
Kwm sabiti 0,344 mM, Vyax degeri ise 0,098 EU/ml olarak hesaplandi (Cizelge 4.9).
CDNB i¢in Ky sabiti 0,89 mM, Va degeri ise 0,214 EU/ml olarak belirlendi (Cizelge
4.9). Elde edilen sonuglara gore karayemis meyvesi GST enziminin daha diisiik Ky
sabitine sahip olan GSH substratina ilgisinin daha fazla oldugu goriildii. Ciinkii diistik
Kwm yiiksek baglanmay; yiiksek Ky diisiik baglanmayi ifade eder.

Hindi karacigerinden saflastirilan GST enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda sirasiyla
GSH ve CDNB substratlari igi Ky degerleri 0,154 mM ve 0,380 mM (Akkemik et al.
2012), yine benzer sekilde sigir eritrositlerinden saflastirilan GST enzimi kinetik
calismalarinda ise GSH ve CDNB substratlar1 i¢in Ky degerleri 0,325 mM ve 0,744
mM olarak bulunmustur (Giivercin et al.). Gokkusagi alabalik eritrositlerinden elde
edilen GST enzimi substratlar1 olan GSH ve CDNB icin Ky degerleri sirasiyla 0,0395
mM, 0,2590 mM olarak bulunmustur. Literatlirde, yukaridaki ¢alismalara ek olarak
bircok calismada GST enziminin GSH subsratina ilgisinin daha fazla oldugu rapor
edilmistir (Iizuka et al. 1989; Gadagbui et al. 2000; Hamed et al. 2004; Huang et al.
2008).
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Proteinlerin yapisini olusturan amino asitler, R gruplarinda ihtiva ettikleri fonksiyonel
gruplar iizerinden reaksiyonlarim gergeklestirirler. Ornegin sistein -SH ve tirozin —OH
gruplan iizerinden tepkime verirler. Sistein eser miktarda da olsa agir metal iyonlarina
maruz birakildigi zaman merkaptanlar tesekkiil eder. Sistein bir¢ok enzimin aktif ve
katalitik bolgelerinin ¢ok énemli bir bilesenidir. Bu tip enzimler Ag* ve Hg** gibi agir
metal iyonlariyla etkilesirse -SH iizerinden merkaptanlar meydana gelir ve enzimin

katalitik fonksiyonunda azalma olur hatta bu 6zellini kaybedebilir (Keha ve Kiifrevioglu
2009).

Cesitli yollarla sucul ortamlara katilan kirleticiler (Agir metaller, tarim ilaglari, bocek
ilaglari, vs.) ya dogrudan ya da besin zinciri yoluyla canlilart olumsuz olarak
etkilemektedir. Agir metaller enzim olarak gorev yapan proteinlerin siilfhidril gruplarina
baglanarak enzim aktivitelerinde inhibisyona sebep olmaktadir (Kakkar and Jaffery
2005). Agir metallerin ¢ok az miktart bile canli organizmaya zarar veren maddelerin
basinda gelmektedir. Agir metallere maruz kalmak cevresel toksikolojinin énemli bir
problemidir. Bazi metaller ise canlilar i¢in ¢ok hayati 6neme sahiptir, 6rnegin kursun ve
demir gibi metaller metabolizma i¢in kritik gorevi olan enzimlerin biyolojik

fonksiyonlarini yerine getirmeleri i¢in gereklidir (Tekman et al. 2008).

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzim aktivitesi {lizerine kadmiyum, nikel,
magnezyum, kalsiyum, bakir, kursun, kobalt, demir, ¢inko tuzlarinin inhibitor etkileri
incelendi. Sonuglar incelendiginde Cd*?, Ni*? Mg+2, Ca*?, Cu™ metal iyonlarinin

inhibisyon etkisi gosterdikleri tespit edildi.

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu gostergesi olan ICsy degerlerini belirlemek igin %aktivite-[1] grafikleri
cizildi (Sekil 4.16-4.20). Bu grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICsy degerleri
hesaplandi. Metal iyonlarmin 1Cso degerleri kiiciikten biiylige dogru siralandiginda
Ca*’< Mg*%< Ni*?< Cu*?< Cd*? seklinde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.21).
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Metal iyonlarin enzim aktivitesi {izerine etkileri aragtirmacilar tarafindan stirekli
incelenmektedir. Comakli et al. (2011) bazi metal iyonlarmin gokkusagi alabalik
eritrositleri lizerindeki inhibisyon etkilerini arastirmis ve sonuglar1 soyle rapor
etmiglerdir: Metal iyonlarimin ICsp degerleri kiigiikten biiyiige dogru siralandiginda
Ag'<Cd**<Cr**<Mg*? seklinde oldugu goriilmektedir. Ornegin Ekinci ve arkadaslari
(2007) kursun, bakir, kobalt agir metallerinin sitozolik insan karbonik anhidraz I ve II
enzim, aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinden bahsetmislerdir. Insan eritrositlerinden
saflagtirilan glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Pb+2, Hg+2, Cu+2, Cd+2, , Fe™ ve
Al metal iyonlarmimn inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda metal
iyonlarinin ICsy degerleri sirastyla 0,011; 0,020; 0,0252; 0,0373; 0,209 ve 0,229 mM
olarak belirlenmistir (Coban et al. 2007).

Yetistirilen bitkisel iiriinlerin kalitesini ve miktarni artirmak amacli kullanilan
pestisitler, son yillarda canlilar i¢in bir tehdit haline gelmistir. Ekosistemdeki her canli
direkt ya da indirekt olarak pestisitlerden etkilenmektedir. Ozellikle, bilingsizce yapilan
asir1 pestisit kullanimlar1 yiiziinden, hayvanlarda ve insanlarda oliimlere varan ciddi

sonugclar ortaya ¢ikmaktadir.

Canlilarda pestisitlerin  etkilerini, dokularda neden olduklar1 tahribatlar ve bu
dokulardaki enzim aktivitelerinde gozlenen degisikliklerden anlayabiliriz. Bu tez
caligmasinda, glifosat izopropilamin tuzu, fenoxaprop-p-etil, cypermethrin, dichlorvos,
imidacloprid, 2,4 dichlorophenoxya asetikasit dimetilamin tuzu, haloxyfop-p-methyl,
lambda-cyhalothrin ~ pestisitlerinin -~ uygulamasi  sonrasinda,  ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonun da suda ¢0ziiniir son iiriin olan merkapturik asit olusumundaki birinci
basamag katalizleyen GST aktivitesinin degisimi incelenmistir. Calisma sonucunda
glifosat izopropilamin tuzu, fenoxaprop-p-etil, cypermethrin, dichlorvos, imidacloprid

pestisitlerinin inhibisyon etkisi yaptig1 gozlendi.

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu gostergesi olan ICsp degerlerini belirlemek i¢in %aktivite-[1] grafikleri

cizildi (Sekil 4.12-4.16). Bu grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICsq degerleri
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hesaplandi. Pestisitlerin ICso degerleri kiigiikten biiylige dogru siralandiginda
Cypermethrin < Imidacloprid < Glifosat- izopropilamin tuzu< Fenoxaprop- p-ethylh <

dichlorvos seklinde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.15).

Metal iyonlar1 ve pestisitlerde oldugu gibi organik bilesiklerinde enzim aktivitesini
azaltict etkileri vardir. Caligmamizda etilendiamintetra asetik asit (EDTA),
Sodyumdodesil stilfat (SDS), Benzoik asit, Askorbik asit, Etanol, Tokoferol (E
vitamini) inhibisyon etkileri incelendi. Bu bilesiklerden etilendiamintetra asetik asit
(EDTA), Sodyumdodesil siilfat (SDS), Benzoik asit ve Askorbik asitin inhibisyon

ozelligi gozlendi.

Karayemis meyvesinden saflastiritlan GST enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu gostergesi olan ICsy degerlerini belirlemek i¢in %aktivite-[1] grafikleri
cizildi (Sekil 4.22-4.25). Bu grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICsp degerleri
hesaplandi. Organik bilesiklerin ICsq degerleri kiiciikten biiyiige dogru siralandiginda
SDS<Benzoik asit<Askorbik asit<EDTA seklinde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.26).

Karayemis meyvesinden saflastirilan GST enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren
metal iyonlari, pestisitler ve organik bilesikler i¢in K sabitlerinin belirlenmesi isleminde
Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanildi. Sonuglarin hassas bulunabilmesi amaciyla
her inhibitorlii ¢alisma igin 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S]
degerleri elde edilmistir (Sekil 4.26-4.39). Grafik ¢iziminde Microsoft-Excel

programindan faydalanilmistir.

Ki sabiti kii¢iik olan inhibitoriin enzime ilgisinin fazla oldugu diisiiniildiigiinde bu tiir
inhibitorlerin enzimi ¢ok daha fazla inhibe edecegi agiktir. Karayemis meyvesi, GST
enzimi tlzerine inhibisyon etkisi gOsteren metal iyonlari, pestisitler ve organik
bilesiklerin (Kj)ort sabitleri hesaplandi. En diisiik K; degerleri pestisitler iginde
imidacloprid (0,097); metal iyonlar1 iginde Ca*? (0,06); organik molekiiller i¢inde, SDS
(0,203) olarak gozlendi. Goriildiigii gibi enzim i¢in bu maddeler oldukca kiigiik

konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi gdstermislerdir ve boylece bu molekiillerin
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GST enzimi i¢in potansiyel inhibitér olduklar1 gorilmektedir. Ayrica ¢izilen

Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla inhibitorlerin inhibisyon tipleri belirlendi.

Yaptigimiz caligmalarin sonuglarina bakildiginda, detoksifikasyon sisteminde c¢ok
onemli rolii olan GST enziminin, pestisit, metal iyonlar1 ve organik bilesik toksisitesi ile
aktivitesinde azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bunun sonucunda ise canli

savunma sisteminin biiyiik dl¢lide zarar gorecegi agiktir.

Glutayon S- transferaz enzimi metabolizma igin 6nem arzeden bir detoksifikasyon
enzimidir. Bunun i¢in pek c¢ok kinetik ve karekterizasyon ¢alismasi yapilmis ayrica
enzimin ii¢ boyutlu yapis1 belirlenmistir (Mannervik and Danielson 1988; Bucciarelli et
al. 1999). Ancak yapilan arastirma sonucu enzimin karayemis meyvesinden (Prunus
Laurocerasus L.) saflastirilmas1 ve karekterizasyonu ¢aligsmalarina rastlanmadi. Gerek
enzimin Onemi gerekse karayemisin antioksidan 6zelligi, halk hekimliginde siklikla
kullaniltyor olmas1 gozéniine alindiginda calismanin 6nemi artmaktadir. insan saghg
icin olduk¢a faydali olan karayemisin daha yaygin olarak tiiketilmesine ¢alismamizin

onemli katkis1 olacagini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢alisma sonuglaria bakildiginda detoksifikasyon sisteminde 6nemli bir rolil
olan GST enziminin ¢ok az miktarda pestisit, metal iyonlar1 ve organik bilesik kullanimi
sonucunda aktivitesini onemli Olclide kaybettigi, bunun sonucunda canli savunma
sisteminin 6nemli derecede zarar gorecegi agiktir. Dolayisiyla kinetik ¢aligmalarda elde
edilen bulgulara dikkat edilmesi metabolizmadaki savunma sistemleri igin ¢ok 6nemli

olacaktir.
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